Attività lipolitiche del tessuto adiposo e lipemia postprandiale: effetti di diversi interventi nutrizionali by Costabile, Giuseppina
INDICE 
 
1. INTRODUZIONE        3 
1.1 Lipemia postprandiale       3 
1.2 Ruolo dell’insulino-resistenza e del tessuto adiposo   7   
nel determinismo delle alterazioni lipidiche in fase posprandiale 
1.2.1 LPL e HSL: struttura, sintesi e funzione     10 
1.3     Iperlipidemia postprandiale nel diabete tipo 2 e nell’obesità  15 
1.4   Effetti di interventi nutrizionali sulla lipemia postprandiale  17 
    e sulle attività lipolitiche del tessuto adiposo 
 
2. SCOPI         20 
 
3.     METODOLOGIA UTILIZZATE      21 
3.1  Misurazione della LPL e della HSL      21 
3.1.a    Misurazione dell’attività della LPL del tessuto adiposo   23 
3.1.b   Attività della LPL nel plasma dopo stimolo con eparina   24 
3.1.c   Misurazione dell’attività della HSL nel tessuto adiposo   24 
3.1.d   Espressione genica della LPL e della HSL del tessuto adiposo  25 
3.2   Valutazione della lipemia postprandiale     26 
3.2.a   Separazione delle lipoproteine      29 
3.2.b   ApoB-48 e ApoB-100        29 
3.2.c   Altre determinazioni        30 
 
4. STUDI         31 
4.1  I chilomocroni postprandiali e l’attività della lipasi lipoproteica  31  
  del tessuto adiposo sono alterati nel diabete di tipo 2 indipendentemente   
  dall’obesità e dalla condizione di insulino-resistenza. Studio n.1 
4.2       Attività ed espressione della LPL e della HSL    41  
  nel tessuto adiposo a digiuno  e dopo pasto ricco in grassi  
  in individui normopeso, obesi e obesi diabetici. Studio n. 2 
4.3  Effetti di una dieta ricca in acidi grassi monoinsaturi verso   48  
una dieta ricca in acidi grassi saturi sulla lipemia postprandiale e  
sulle lipasi del tessuto adiposo nel diabete di tipo 2. Studio n. 3 
 
 - 2 - 
4.4 Effetti di una dieta ricca in carboidrati, fibre e a basso indice   58 
glicemico sulle alterazioni lipidiche postprandiali del diabete  
    tipo 2. Studio n. 4 
 
5. CONCLUSIONI        67 
 
6. BIBLIOGRAFIA        68 
 
7. APPENDICE: Pubblicazioni 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 - 3 - 
1. INTRODUZIONE 
 
1.1 LIPEMIA POSTPRANDIALE  
 
E’, ormai, ampiamente dimostrato che le maggiori modificazioni delle concentrazioni e 
delle proprietà delle lipoproteine plasmatiche si verificano nella fase postprandiale. 
Recentemente l’interesse per queste variazioni si è notevolmente intensificato. Ciò è 
dovuto, essenzialmente, al fatto che dati recenti della letteratura sembrano provare che 
la concentrazione dei trigliceridi plasmatici nel periodo postprandiale è molto più 
strettamente correlata al rischio cardiovascolare rispetto ai livelli plasmatici dei 
trigliceridi a digiuno1-2. Tuttavia, ancora oggi, i livelli di trigliceridi sono valutati 
esclusivamente in condizioni di digiuno (12-14 ore dopo il pasto). Poiché, al contrario, 
la maggior parte della vita umana si svolge in fase postprandiale, lo studio del 
metabolismo delle lipoproteine in questa fase permetterebbe, senz’altro, di ottenere 
informazioni più chiare e dettagliate sulle proprietà delle particelle coinvolte che, 
invece, i dati a digiuno non sono in gradi di fornire. Ciò consente anche di valutare il 
contributo delle particelle esogene (di origine intestinale) e di quelle endogene (di 
origine epatica) alla lipemia postprandiale, soprattutto se si dispone di adeguati metodi 
di studio che permettono di differenziare, in modo chiaro e quantitativo, questi due tipi 
di particelle. 
La lipemia postprandiale, quindi, è un processo fisiologico nel quale le lipoproteine 
plasmatiche e le loro subfrazioni subiscono specifiche variazioni in concentrazione e 
composizione a seguito dell’assunzione di un pasto e, in particolare, di un pasto ricco in 
grassi. Nella fase postprandiale sono in circolo, soprattutto, lipoproteine ricche in 
trigliceridi ossia chilomicroni, lipoproteine a densità molto bassa (VLDL) e i loro 
“remnant”, cioè particelle residue del loro catabolismo. Tutte queste particelle sono 
caratterizzate da una notevole eterogeneità riguardo la loro origine (intestinale o 
epatica), struttura, dimensioni, densità, destino metabolico e, probabilmente potenziale 
aterogeno.  
L’aumento delle lipoproteine ricche in trigliceridi nella fase postprandiale e il loro 
tempo di permanenza in circolo sono regolati, in primis, da un meccanismo di 
competizione tra chilomicroni e loro remnant, da una parte, e VLDL di origine 
endogena dall’altra. Infatti tutte queste particelle seguono una comune via catabolica di 
rimozione che vede impegnati, tra l’altro, due enzimi lipolitici: la lipasi lipoproteica 
(LPL) che agisce sulle particelle più grandi e la lipasi epatica (LE) che agisce sulle 
particelle più piccole. Questi due enzimi delipidizzano, progressivamente, chilomicroni 
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e VLDL, determinando, attraverso questa “cascata lipolitica” particelle di dimensioni 
sempre più piccole. La figura 1 mostra, schematicamente, appunto questo processo.  
 
Rappresentazione schematica del metabolismo di chilomicroni e VLDL 
 
 
Fig.1   
            
I chilomicroni sono secreti dall’intestino dopo l’assunzione di un pasto grasso. Essi 
sono particelle grandi e molto ricche in trigliceridi (Sf>400) la cui componente proteica 
strutturale è l’apoproteina B 48, sintetizzata a livello intestinale. Nel plasma essi 
acquistano sulla loro superficie apoC e apoE e il loro contenuto in trigliceridi viene 
rapidamente idrolizzato dalla LPL. Il protrarsi del processo di delipidizzazione dei 
chilomicroni determina lo scambio con altre lipoproteine (LDL e HDL) dei lipidi 
contenuti nella parte centrale (vengono ceduti trigliceridi in cambio di colesterolo 
esterificato) e, quindi, la composizione finale delle particelle. Infine, a livello del fegato, 
esse sono captate da recettori cellulari che si legano all’apoE delle particelle stesse, 
rimuovendole dal circolo. Le VLDL, invece, sono secrete dal fegato già come classe 
molto eterogenea. Si distinguono, infatti, essenzialmente, VLDL più grandi (VLDL1 Sf 
60-400) e VLDL più piccole (VLDL2 Sf 20-60). In principio esse condividono la stessa 
via metabolica dei chilomicroni, tranne che nella parte finale. Infatti, le VLDL, verso la 
fine del loro processo di delipidizzazione operato dalla LPL, sono rimosse dal plasma 
attraverso il recettore B/E che riconosce sia l’apoB 100, che è la loro proteina 
strutturale, che l’apoE. Inoltre, una certa quantità di VLDL è convertita a IDL (Sf 12-
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20) e LDL (Sf 0-12), per ulteriore delipidizzazione, operata dall’altro enzima lipolitico, 
la LE.  
Ne segue che una normale risposta postprandiale ad un pasto grasso è il risultato di un 
equilibrio tra particelle di origine intestinale (chilomicroni e loro remnant) e particelle di 
origine epatica (VLDL e loro subfrazioni) 3,4. 
Da quanto detto scaturisce che, data la complessità del metabolismo lipoproteico, oltre 
che per effetto diretto dei chilomicroni, delle VLDL e dei loro remnant, la lipemia 
postprandiale potrebbe contribuire al processo aterogeno anche indirettamente, 
attraverso la formazione di lipoproteine prodotte durante il loto catabolismo nel periodo 
postprandiale ma che permangono a digiuno come, per esempio, le LDL piccole e 
dense, il cui aumento in circolo è indice di aumentato rischio cardiovascolare5,6. 
L’elevata persistenza in circolo dei chilomicroni, delle VLDL e dei loro remnant 
determina la cosiddetta “iperlipidemia postprandiale”, con la quale si intendono le 
alterazioni quantitative, o anche solo qualitative, del normale processo fisiologico della 
lipemia postprandiale. La rilevanza clinica di queste alterazioni lipoproteiche consiste 
nel ruolo importante che esse sembrano avere nello sviluppo delle malattie 
cardiovascolari. 
L’importanza dell’iperlipidemia postprandiale nello sviluppo dell’aterosclerosi è stata 
suggerita dagli studi di Zilversmit, nei quali si dimostrava in modelli animali come il 
colesterolo esterificato dei remnant dei chilomicroni si accumulasse nell’intima 
dell’aorta7. 
Le evidenze a sostegno dell’effetto aterogeno delle lipoproteine plasmatiche 
postprandiali sono numerose. Si tratta principalmente di studi che hanno confrontato la 
risposta lipemica postprandiale di pazienti con diverse forme cliniche di aterosclerosi 
con quella di soggetti di controllo senza vasculopatia, mediante la valutazione del grado 
di ostruzione coronaria8-10 e della presenza di arteriopatia periferica11-13 ma anche di 
indicatori precoci di coinvolgimento vascolare quali lo spessore medio-intimale 
carotideo14-16. Questi studi indicano abbastanza chiaramente che una lenta rimozione dal 
circolo dei remnant dei chilomicroni costituisce un fattore di rischio indipendente per lo 
sviluppo di ateroslerosi. Mancano, invece, studi di intervento che abbiano valutato gli 
effetti della correzione delle alterazioni lipidiche in fase postprandiale sul rischio 
cardiovascolare. 
I meccanismi attraverso i quali le alterazioni lipidiche postprandiali esercitano il loro 
effetto aterogeno possono essere molteplici. I remnant delle lipoproteine ricche in 
trigliceridid potrebbero agire direttamente in senso aterogeno. Essi sono stati rilevati, 
 - 6 - 
infatti, in placche aterosclerotiche umane17e possono promuovere una risposta 
infiammatoria nella parete arteriosa18. I remannt potrebbero anche agire intervenendo 
nei processi della coagulazione, in quanto è stato osservato che essi promuovono 
l’attivazione del fattore VII, un fattore importante nella produzione di trombina, che a 
sua volta converte il fibrinogeno a fibrina nella formazione del coagulo19,20. 
L‘attivazione delle piastrine e dei monociti è un processo potenzialmente coinvolto 
nello sviluppo della malattia cardiovascolare che sembra essere associato alla lipemia 
postprandiale21.  
È stato ipotizzato che la fase postprandiale corrisponda anche ad una condizione 
infiammatoria che coinvolge i leucociti e contribuisce potenzialmente alla disfunzione 
endoteliale. Infatti, durante la fase postprandiale ed in relazione con i livelli di lipemia 
postprandiale è stato osservato un aumento nel sangue di neutrofili, dell’interleukina 
(IL-8) e degli idroperossidi in associazione con una riduzione della vasodilatazione 
flusso-mediata22. Sembra inoltre che un consistente aumento dell’iperlipidemia 
postprandiale sia associato con una riduzione della vasodilatazione endotelio-mediata a 
livello dell’arteria brachiale23-25. Questo marker funzionale e strutturale di aterosclerosi 
precoce si correla proporzionalmente al grado di iperlipidemia postprandiale in quanto 
esso è in relazione con la riduzione delle HDL, dotate di potenziale antiossidante,e 
l’aumento di LDL piccole e dense che al contrario si ossidano facilmente25. Anche 
Evans e coll.26 hanno osservato che il deterioramento postprandiale della funzione 
endoteliale era correlato direttamente con i livelli di trigliceridi nelle VLDL e nelle LDL 
e inversamente con il colesterolo delle HDL. In questo studio, nella fase postprandiale 
l’arricchimento di trigliceridi delle VLDL era l’unico parametro correlato con lo stress 
ossidativo valutato come livello di radicali liberi.  
In conclusione, ci sono buone evidenze che la lipemia postprandiale alteri la funzione 
dell’endotelio predisponendolo alla vasocostrizione e determinando uno stato 
proinfiammmatorio e procoagulante.  
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1.2 RUOLO DELL’INSULINO-RESISTENZA E DEL TESSUTO ADIPOSO 
NEL DETERMINISMO DELLE ALTERAZIONI LIPIDICHE IN FASE 
POSTPRANDIALE. 
 
Nella patogenesi delle alterazioni della lipemia postprandiale, l’insulino-resistenza, che 
si esplica a livello del tessuto muscolare, del fegato, del pancreas e del tessuto adiposo, 
svolge senza dubbio un ruolo di primo piano. Il tessuto adiposo, tradizionalmente 
considerato solo come un organo di deposito energetico, è stato riconosciuto negli 
ultimi dieci anni come un sito principale di insulino-resistenza27 nonché un vero e 
proprio organo endocrino, avente la capacità di produrre molteplici peptidi bioattivi, 
detti adipochine, i quali influenzano numerose vie metaboliche28, molte delle quali 
regolate dall’insulina.  
Ogni adipocita secerne piccolissime quantità di citochine nell’ambiente circostante, ma 
essendo il tessuto adiposo l’organo presente in maggiore quantità nel corpo umano, e 
peraltro ben irrorato, le quantità totali di adipocitochine nel torrente sanguigno 
raggiungono livelli significativi ed, interagendo anche con altri tessuti e organi, 
influenzano una varietà di funzioni che includono l’omeostasi del glucosio, 
l’infiammazione, il bilancio energetico, il metabolismo lipidico, il sistema fibrinolitico e 
l’omeostasi vascolare. Nella tabella 1 si riportano alcune di queste adipochine ed i loro 
effetti principali29. 
Il tessuto adiposo può essere diviso in due maggiori compartimenti, grasso sottocutaneo 
e grasso viscerale, diversi fra loro per distribuzione e funzione, e rappresentanti, 
rispettivamente, l’80% e il 10% del grasso corporeo totale30. Individui con obesità 
centrale (grasso intraddominale o viscerale) hanno un aumentato rischio di malattie 
metaboliche e cardiovascolari mentre quelli con obesità periferica (grasso sottocutaneo) 
hanno un rischio più basso. Questo è legato, almeno in parte, a differenze regionali nella 
velocità della lipolisi tra i 2 compartimenti. Negli adipociti viscerali il rilascio di acidi 
grassi liberi dai trigliceridi di deposito è più alto rispetto agli adipociti sottocutanei, sui 
quali l’insulina ha un effetto antilipolitico più pronunciato31.  
Poiché il grasso viscerale drena nella vena porta, elevate quantità di FFA, derivanti dal 
metabolismo lipidico viscerale, sono inviate rapidamente e direttamente al fegato. 
Questo stimola la produzione epatica di glucosio con aumento della gluconeogenesi e 
aumenta la sintesi dei trigliceridi e la produzione di VLDL con risultato ultimo dello 
sviluppo della dislipidemia. 
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Adipochine e loro principali effetti 
 
Tab.1 
 
 
ADIPOCITOCHINE EFFETTI SU 
LPL Metabolismo lipidico 
HSL Metabolismo lipidico 
Perilipina Metabolismo lipidico 
aP2 Metabolismo lipidico 
CETP Metabolismo lipidico 
RBP Metabolismo lipidico 
IL-6 Infiammazione, aterosclerosi, insulino-resistenza 
TNF-α Infiammazione, aterosclerosi, insulino-resistenza 
Adipsina/ASP Risposta allo stress immunologico 
Metallotioneina Risposta allo stress immunologico 
Angiotensinogeno Omeostasi vascolare 
PAI-1 Omeostasi vascolare 
Adiponectina Infiammazione, aterosclerosi, insulino-resistenza 
PPAR-γ Metabolismo lipidico, infiammazione, omeostasi 
vascolare 
CRP Infiammazione, aterosclerosi, insulino-resistenza 
IGF-1 Metabolismo lipidico, insulino-resistenza 
TGF-b Migrazione e adesione cellulare, differenziazione 
e crescita 
Monobutirina Vasodilatazione dei microvasi 
Proteine non coniugate Bilancio energetico e termoregolazione 
Ormoni steroidei Metabolismo lipidico, insulino-resistenza 
Leptina Introito alimentare, riproduzione, angiogenesi, 
immunità 
Resistina Infiammazione, insulino-resistenza 
Aroma P450 Metabolismo lipidico 
Apelina Insulino-resistenza 
Visfatina Insulino-resistenza 
ZAG Metabolismo lipidico, cachessia da cancro  
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Tornando all’insulina e alla sua azione a livello del tessuto adiposo, essa è il principale 
ormone regolatore delle funzioni di questo tessuto e gli adipociti sono le cellule più 
altamente sensibili all’insulina. Essa ha un ampio raggio di azione: 
- stimola la differenziazione dei pre-adipociti ad adipociti  
- negli adipociti maturi stimola il trasporto del glucosio incrementando la 
disponibilità di glicerolo-3 fosfato per la sintesi dei trigliceridi (lipogenesi Fig.2),  
- inibisce l’attività della lipasi ormono-sensibile (HSL), riducendo così la lipolisi 
intracellulare dei trigliceridi citoplasmatici (Fig.2), 
- promuove la captazione degli acidi grassi derivanti dall’idrolisi delle lipoproteine 
circolanti per azione della lipasi lipoproteica (LPL) (Fig.2). 
 
Ruolo dell’insulina nella stimolazione della captazione, esterificazione 
e immagazzinamento degli acidi grassi nel tessuto adiposo32. 
 
 
Fig. 2 
 
 
Pertanto molte delle azioni dell’insulina a livello del tessuto adiposo si esplicano tramite 
l’attività di due enzimi lipolitici, la LPL e la HSL. 
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1.2.1  LPL E HSL: STRUTTURA, SINTESI E FUNZIONE. 
Per una trattazione più ampia di questo argomento si rimanda alla rassegna “Lipasi 
Lipoproteica: funzione e significato clinico”, corrispondente alla pubblicazione n.1 di 
questa tesi. In questa sede si riportano i dati più rilevanti riguardanti questi due enzimi.  
 
LPL. La lipasi lipoproteica (LPL), insieme con la lipasi pancreatica e la lipasi epatica, 
appartiene alla cosiddetta superfamiglia delle lipasi. Essa è una glicoproteina, composta 
da due subunità identiche, ciascuna del peso di 51 kDal e con un contenuto in 
carboidrati pari all’8-12%33-36. Ogni subunità è organizzata in due regioni 
strutturalmente distinte, consistenti in un dominio più grande N-terminale e in uno, più 
piccolo, C-terminale. Il dominio N-terminale comprende la triade catalitica (Ser132, 
Asp156 e His241) e il sito di legame per il cofattore apoproteina C-II. Il dominio C-
terminale include un sito di legame per l’eparina e per l’eparan-solfato dei 
proteoglicani, e un sito di legame per i substrati lipidici, il quale conferisce specificità 
alla lipasi. 
La sequenza di DNA responsabile della sintesi della lipasi lipoproteica è situata sul 
braccio corto del cromosoma 8, banda 22= 8p22. Il gene della LPL umano è ampio 30 
kb e codifica per un peptide di segnale di 27 aminoacidi e per una proteina matura di 
448 aminoacidi37,38.  
La lipasi lipoproteica è presente in numerosi tessuti ma prevalentemente è sintetizzata 
nel tessuto adiposo, nel tessuto cardiaco, in quello muscolare e nella ghiandola 
mammaria. Essa viene sintetizzata come precursore inattivo nel reticolo endoplasmatico 
ruvido delle cellule parenchimali e viene attivata dopo una serie di trasformazioni post-
traslazionali nell’apparato del Golgi, da dove è secreta in vescicole secernenti e diretta o 
ai lisosomi, per la degradazione cellulare, o alla superficie delle cellule parenchimali, 
dove va a legarsi all’eparan-solfato dei proteoglicani. Infine, in presenza di fattori 
stimolanti, come l’eparina, la LPL viene trasportata sulla superficie dell’endotelio 
vasale, dove si lega alla parte terminale dei proteoglicani, cioè alle catene di eparan-
solfato del glicocalix, grazie ad interazioni di natura elettrostatica39,40. Sulla superficie 
luminale dei vasi sanguigni l’enzima può interagire con le lipoproteine circolanti, 
soprattutto lipoproteine ricche in trigliceridi, quali chilomicroni e VLDL, generando di- 
e mono-gliceridi, acidi grassi liberi e lipoproteine a densità intermedia. 
Per la sua ottimale attività, la LPL richiede la presenza del suo cofattore, l’apoproteina 
C-II, parte integrante dei chilomicroni e delle VLDL. Infatti, il deficit genetico di apo 
C-II in vivo è responsabile di ipertrigliceridemia e aumento di chilomicroni; in vitro la 
 - 11 -
LPL può idrolizzare i suoi substrati anche in assenza di apo C-II, ma l’enzima esibisce 
una velocità di catalisi molto ridotta41,42. 
 
HSL. La lipasi ormono-sensibile (HSL) è una lipasi/esterasi non specifica e mostra 
caratteristiche molto diverse dalle altre lipasi umane, essendo l’unico tra gli enzimi della 
stessa famiglia ad essere soggetto ad una regolazione ormonale e neuronale43. Oltre che 
nel tessuto adiposo, l’HSL è espressa in una varietà di altri tessuti, tra cui il tessuto 
muscolare, il tessuto steroideo, la ghiandola mammaria e il pancreas endocrino44. 
Nell’uomo il gene responsabile della sintesi della HSL è localizzato sul cromosoma 
19q13.3 e codifica per un polipeptide di 786 aminoacidi (85,5KDa)45. Questa proteina 
risulta organizzata in 3 regioni strutturalmente distinte: una regione N-terminale, 
considerata primo dominio, probabilmente deputata all’interazione e al legame con i 
lipidi e le proteine; un breve tratto di 18 aminoacidi con la sola funzione di legame tra i 
domini maggiori; ed una regione C- terminale, secondo dominio, che racchiude il sito 
catalitico dell’enzima e 3 residui di serina, che svolgono un’importante azione 
modulatoria. 
La forma funzionale dell’HSL è un omodimero, sebbene anche la forma monomerica 
abbia mostrato un’attività enzimatica significativa46. L’enzima è attivo verso una varietà 
di substrati lipidici tra cui trigliceridi, digliceridi, monogliceridi ma anche esteri del 
colesterolo, esteri degli acidi grassi steroidei e retinil esteri. Sui trigliceridi essa mostra 
una marcata preferenza per i legami esterei in posizione sn-1 e sn-3, generando 
digliceridi, 2-monogliceridi e acidi grassi liberi47. Una specifica lipasi 
monoacilglicerolica agisce poi sui 2-monogliceridi nella cellula adiposa completando, in 
tal modo, il processo idrolitico a carico dei trigliceridi48.  
In condizioni basali l’ HSL risiede nel citoplasma della cellula adiposa. La sua attività è 
regolata da meccanismi di fosforilazione reversibili strettamente dipendenti dall’azione 
di diversi ormoni lipolitici.  
Tra questi, i fattori β-adrenergici, come le catecolammine, sono i maggiori attivatori 
della HSL; essi incrementano i livelli intracellulari di cAMP e promuovono 
l’attivazione della proteina chinasi A cAMP-dipendente (PKA). Quest’ultima fosforila 
sia l’HSL citosolica sia la perilipina A, una fosfoproteina predominante nell’adipocita, 
localizzata prevalentemente sulla superficie delle gocce lipidiche. In queste condizioni, 
la perilipina fosforilata sembrerebbe facilitare l’accesso della HSL alla goccia lipidica, 
suo substrato di idrolisi, promuovendo un cambiamento conformazionale della 
superficie della goccia lipidica stessa. In presenza di insulina e di altri agenti 
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antilipolitici, sia l’HSL che la perlipina sono invece defosforilate. In queste condizioni 
la perilipina, non fosforilata, sembrerebbe ostacolare l’interazione dell’ HSL con la 
goccia lipidica, formando una barriera attorno ad essa. Quindi, la fosforilazione di 
entrambe le proteine è senza dubbio una fase importante e necessaria per dare inizio al 
processo di idrolisi mediato dalla HSL49. 
 
Alla luce di quanto detto, si può dedurre che questi due enzimi, la LPL e la HSL, nel 
tessuto adiposo giocano un ruolo fondamentale nella regolazione dei processi di 
lipogenesi/lipolisi e quindi nella ripartizione dei grassi, soprattutto nel periodo 
postprandiale. Come abbiamo detto in precedenza, la LPL agisce sulla componente 
trigliceridica delle lipoproteine ricche in trigliceridi, quali chilomicroni e VLDL, 
generando di- e mono-gliceridi, acidi grassi liberi e lipoproteine a densità intermedia. 
Gli acidi grassi generati dall’attività idrolitica dell’enzima sono poi diretti o al tessuto 
adiposo, per l’esterificazione e l’immagazinamento, in un momento di surplus 
energetico, quale è la fase postprandiale50, oppure al tessuto muscolare e/o cardiaco, 
dove gli acidi grassi vengono ossidati a scopo energetico, durante il periodo di 
digiuno50-52.  
L’HSL è, invece, il principale enzima responsabile della mobilizzazione intracellulare 
dei trigliceridi nel tessuto adiposo. Durante il periodo postprandiale l’attività della HSL 
si riduce ed è stimolata l’esterificazione degli acidi grassi nel tessuto adiposo. A 
digiuno, invece, l’attività della HSL aumenta, la LPL è inibita e il meccanismo di 
esterificazione non è stimolato. Pertanto gli acidi grassi sono diretti dagli adipociti ai 
capillari, per essere poi distribuiti ad altri tessuti tramite il circolo sanguigno.  
Esiste, quindi, una regolazione altamente coordinata di LPL, HSL ed esterificazione 
degli acidi grassi, la quale governa la mobilizzazione e la deposizione degli acidi grassi 
nel tessuto adiposo, ed è strettamente regolata dall’insulina53.  
L’aumento dell’attività della LPL del tessuto adiposo, a cui si assiste nel periodo 
postprandiale e, contrariamente, la ridotta attività della HSL in questa fase, sono da 
associarsi all’aumentata secrezione insulinica che si ha in seguito ad un apporto di 
alimenti54,55. Infatti, l’insulina stimola l’attività della LPL mentre inibisce l’attività della 
HSL del tessuto adiposo, tramite diversi meccanismi e, se solo uno di questi risulta 
alterato, ne consegue una ridotta clearance delle lipoproteine ricche in trigliceridi.  
Da quanto detto, è facile dedurre che in tutte le condizioni caratterizzate o da deficit più 
o meno assoluto dell’insulina o da insulino-resistenza, come diabete tipo 1 
all’insorgenza, obesità, diabete tipo 2 e sindrome metabolica, possano essere presenti 
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alterazioni dei processi di esterificazione e di re-esterificazione degli acidi grassi nel 
tessuto adiposo, come pure una ridotta soppressione insulino-mediata della HSL.  
Ne deriva, in queste condizioni, un aumento del flusso di acidi grassi dal tessuto 
adiposo ad altri tessuti, mentre quelli che derivano dalla lipolisi delle lipoproteine 
plasmatiche (chilomicroni e VLDL) vengono convogliati ad altri tessuti non-adiposi, 
come il fegato, il muscolo, il cuore e il pancreas, dove possono esercitare il loro effetto 
deleterio.  
A livello epatico, in condizioni caratterizzate da insulino-resistenza e nel diabete di tipo 
2, l’ aumentato flusso di acidi grassi va ad incrementare il pool intraepatico degli stessi, 
e di conseguenza viene stimolata la lipogenesi e l’esterificazione in maniera 
preferenziale a danno dell’ossidazione. Gli acidi grassi esterificati vengono 
immagazzinati come trigliceridi citoplasmatici oppure diretti alla sintesi delle VLDL 
(Fig.3).  
 
 
Ruolo degli acidi grassi nell' aumentata produzione epatica delle VLDL 
 
 
Fig.3 
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L’aumento della secrezione delle VLDL dal fegato condiziona anche i bassi livelli di 
colesterolo HDL e la formazione di LDL piccole e dense. Infatti, nel plasma il 
prolungato contatto tra VLDL, LDL e remnants con le HDL, in presenza della proteina 
di trasporto degli esteri del colesterolo (CETP) rende possibile il trasferimento di 
trigliceridi dalle altre lipoproteine alle HDL in scambio con gli esteri del colesterolo. Le 
HDL arricchite in trigliceridi rappresentano un ottimo substrato per la lipasi epatica che 
idrolizzando i trigliceridi determina la formazione di particelle HDL più piccole, 
catabolizzate più rapidamente ed eliminate a livello renale. Analogamente si formano le 
LDL piccole e dense che sono più aterogene perché più facilmente ossidabili e perché 
capaci di penetrare più facilmente nella parete vasale. Questi fenomeni sono esaltati 
nella fase postprandiale durante la quale la produzione epatica di VLDL non viene 
soppressa come di norma dall’insulina e quindi i lipidi esogeni (chilomicroni) si 
sovrappongono a quelli endogeni ed entrambi competono per la LPL periferica. 
L’eccesso di VLDL si associa anche ad un incremento della produzione di remnants in 
periferia contestuale ad una ridotta clearance degli stessi a livello epatico. La 
conseguenza è un netto e prolungato incremento di remnants circolanti.  
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1.3 IPERLIPIDEMIA POSTPRANDIALE NEL DIABETE TIPO 2  
E NELL’OBESITÀ 
 
L’ elevata persistenza in circolo dei chilomicroni, delle VLDL e dei loro remnant, è un 
elemento caratterizzante la dislipidemia dei pazienti con diabete tipo 256-58.Il picco 
trigliceridemico postprandiale è ritardato (4-6 ore) e ciò comporta che, per il susseguirsi 
dei pasti, i pazienti diabetici presentano alte concentrazioni di trigliceridi per tutto il 
giorno, come è stato rilevato in studi in cui il profilo giornaliero della trigliceridemia è 
stato determinato in pazienti con diabete tipo 2 mediante un apparecchio portatile59 
(fig.4). 
 
Profilo giornaliero dei trigliceridici in pazienti con diabete tipo 2 (n=145) 
 e in un gruppo di controllo di soggetti non diabetici (n=30). (media±DS).  
*p<0.0001 vs digiuno; § p<0.0001 vs soggetti non diabetici (ANOVA). 
 
 
Fig. 4 
 
 
Recentemente è stato dimostrato che anche i soggetti con diabete tipo 2, 
normotrigliceridemici a digiuno e con ottimale compenso glicemico, presentano 
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alterazioni delle lipoproteine in fase post-prandiale che riguardano le lipoproteine di 
origine sia esogena sia endogena60. Sono numerose le evidenze a sostegno della 
relazione tra l’insulino-resistenza, che è un elemento fondamentale nella patogenesi del 
diabete tipo 2, e le alterazioni del metabolismo lipidico postprandiale.  
Jeppesen e coll.61 hanno, infatti, osservato che in individui sani non diabetici la 
resistenza all’utilizzazione del glucosio insulino-mediata era un fattore indipendente 
associato con alterazioni dei lipidi nella fase postprandiale. Axelsen e coll.62 inoltre, 
hanno riportato un aumento dell’area incrementale postprandiale dei trigliceridi dopo un 
pasto misto standard in familiari di primo grado di pazienti diabetici tipo 2, che 
presentavano insulino-resistenza, ma erano normoglicemici e normotrigliceridemici. 
Annuzzi63ha dimostrato sperimentalmente per la prima volta il ruolo specifico 
dell’insulino-resistenza in pazienti diabetici tipo 2, in assenza di fattori confondenti 
quali l’iperglicemia e l’iperinsulinemia, che sono caratteristiche di questi pazienti. 
Infatti, la loro risposta lipemica a un pasto ricco in grassi durante un clamp glicemico 
iperinsulinemico, confrontata con quella di soggetti di controllo non diabetici, è risultata 
alterata per un aumento postprandiale delle lipoproteine ricche in trigliceridi di origine 
sia esogena che endogena. 
Anche l’obesità è caratterizzata dalla presenza di insulino-resistenza, di 
ipertrigliceridemia e di bassi livelli di colesterolo-HDL. 
Pazienti con obesità di tipo androide, con livelli di trigliceridi a digiuno nella norma e 
non differenti da quelli dei controlli sani, mostrano un’anomala risposta postprandiale 
dei lipidi plasmatici, indicata da un aumento dei trigliceridi nelle subfrazioni non 
chilomicronemiche, significativamente superiore rispetto ai controlli sani64. Queste 
alterazioni potrebbero essere dovute, in particolare, alle modificazioni delle lipoproteine 
endogene conseguenti alla insulino-resistenza. In particolare, Couillard e coll.65 hanno 
studiato la relazione intercorrente tra lipemia postprandiale, trigliceridemia a digiuno, e 
accumulo di tessuto adiposo a livello viscerale. I risultati di questo studio hanno 
suggerito che l’aumento della lipolisi a livello degli adipociti viscerali, dovuto allo stato 
di insulino-resistenza correlato all’obesità, determina un aumento dei livelli plasmatici 
dei trigliceridi e delle VLDL in seguito alla riesterificazione epatica degli alti livelli di 
acidi grassi liberi immessi nel circolo portale.  
Anche se sia il diabete che l’obesità sono caratterizzate da un’anomala risposta lipidica 
in fase postprandiale, non è chiaro se vi sono alterazioni lipidiche specifiche per le due 
condizioni e se queste alterazioni siano legate a specifiche alterazioni delle attività 
lipolitiche a livello del tessuto adiposo. 
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1.4    EFFETTI DI INTERVENTI NUTRIZIONALI SULLA LIPEMIA 
POSTPRANDIALE E SULLE ATTIVITÀ LIPOLITICHE DEL TESSUTO 
ADIPOSO 
 
È ben noto a tutti il ruolo che il tipo di alimentazione può avere nell’influenzare il 
rischio cardiovascolare66-68. Uno dei meccanismi principali tramite cui la dieta può 
influenzare tale rischio è la sua azione a livello dei lipidi plasmatici. L’influenza di 
diversi interventi nutrizionali sulla concentrazione plasmatica dei lipidi è stata 
ampiamente studiata nella fase post-assorbitiva, mentre molto meno si sa per quanto 
riguarda il metabolismo lipidico in fase postprandiale. Inoltre i pochi dati disponibili in 
letteratura riguardano per lo più effetti acuti di pasti test, non di interventi dietetici veri e 
propri, e molto spesso, i pochi dati esistenti, sono abbastanza controversi. Inoltre ancor 
meno si sa sul possibile ruolo che modifiche delle attività lipolitiche del tessuto adiposo, 
indotte dai diversi tipi di dieta, potrebbero avere nella modulazione della lipemia in fase 
postprandiale. 
Studi su animali. Gli studi condotti su animali hanno dimostrato risposte 
trigliceridemiche postprandiali più basse in risposta a diete contenenti acidi grassi 
insaturi, in particolare acidi grassi PUFA n-369-73. Levy ed al.72 hanno riscontrato più 
alti livelli di attività della LPL del tessuto adiposo e una migliore clearance dei 
chilomicroni postprandiali in animali alimentati con diete ricche in acidi grassi n-3 
rispetto a diete ricche in grassi saturi (SAFA). Anche altri autori hanno mostrato una 
maggiore velocità di attivazione della LPL postprandiale in risposta a diete ricche in 
PUFA n-3 rispetto a diete ricche in SAFA71,73. A tal proposito, Murphy e collaboratori 
hanno rilevato più basse concentrazioni di trigliceridi postprandiali ed una maggiore 
attività ed espressione della LPL del tessuto adiposo in animali alimentati con diete 
ricche in acidi grassi n-3, suggerendo che la diminuzione della concentrazione dei 
trigliceridi in fase postprandiale, osservata in seguito alla somministrazione della dieta 
ricca in n-3, sia dovuta in larga parte alla maggiore velocità di clearance dei trigliceridi 
plasmatici indotta da una maggiore attività della LPL74.  
Studi nell’uomo in acuto. Alcuni studi nell’uomo in acuto, effettuati con pasti test, 
hanno mostrato una riduzione della risposta lipidica postprandiale in seguito 
all’assunzione di pasti test ricchi in acidi grassi n-3 rispetto ad altri tipi di acidi grassi75. 
Altri studi, che hanno confrontato gli effetti acuti di pasti ricchi in PUFA n-6 rispetto a 
pasti ricchi in MUFA (acido oleico, n-9) hanno mostrato o una più bassa risposta 
lipidica postprandiale con PUFA n-676 o, più spesso, un uguale risposta77,78. Controversi 
 - 18 -
sono anche i risultati degli studi che hanno valutato l’effetto di pasti ricchi in MUFA, 
PUFA n-3 o n-6, o di acidi grassi saturi (SAFA). Infatti Thomsen e collaboratori hanno 
dimostrato che pasti ricchi in acidi grassi monoinsaturi (olio d’oliva) determinano una 
minore concentrazione di trigliceridi plasmatici postprandiali e più alti livelli di 
colesterolo HDL rispetto a pasti ricchi in SAFA (burro)79. Contrariamente, Mekki et al. 
hanno concluso che il consumo di pasti ricchi in SAFA, ottenuti mediante aggiunta di 
burro, risulta in una più bassa risposta lipidica postprandiale e in un minor accumulo di 
trigliceridi in circolo rispetto a pasti ottenuti con aggiunta di olio di girasole, fonte di 
omega-6 e olio di oliva, fonte di MUFA80.  
Studi nell’uomo in cronico. Come già detto, gli studi che hanno cercato di valutare gli 
effetti a medio termine di diversi interventi nutrizionali sulla lipemia postprandiale sono 
pochi e i risultati abbastanza contradditori. I soli più chiari riguardano il possibile 
effetto degli acidi grassi polinsaturi ed in particolare n-3. 
Infatti, Weintraub e collaboratori hanno dimostrato una riduzione della lipemia 
postprandiale del 36 e del 47% rispettivamente in seguito alla somministrazione a 
soggetti sani di diete ricche in PUFA n-6 o n-3 81. In particolare, non verificando nel 
loro studio nessun cambiamento nei livelli di attività della LPL plasmatica rilasciata 
dall’eparina, gli autori hanno concluso che l’ effetto primario di diete ricche in PUFA 
sia una riduzione della sintesi delle lipoproteine di origine epatica. Diversamente, altri 
ricercatori hanno mostrato un incremento dell’attività postprandiale della LPL in 
seguito ad un apporto di 3-4 g al giorno di acidi grassi polinsaturi della serie n-3 che 
potrebbe rendere ragione del loro effetto ipotrigliceridemizzante82,83. La riduzione dei 
trigliceridi in fase postprandiale con un supplemento di 2.7 g/giorno di acidi grassi n-3 è 
stata confermata anche in uno studio più a lungo termine (3 mesi) effettuato in individui 
sani84.  
Se l’effetto ipotrigliceridimizzante anche in fase postprandiale degli acidi grassi 
polinsaturi, in particolare della serie n-3, è abbastanza chiaro, gli effetti di diete ricche 
in acidi grassi monoinsaturi nei confronti di diete ricche in acidi grassi saturi sulla 
lipemia postprandiale e sui possibili meccanismi che la regolano sono ancora molto 
poco studiati. A tal proposito, mancano completamente studi su queste problematiche 
effettuati in pazienti diabetici, che, invece, potrebbero trarne maggiori benefici, 
considerando che le alterazioni lipidiche postprandiali sono tipiche di questa 
patologia85,59. Un altro aspetto interessante particolarmente nei pazienti con diabete di 
tipo 2 è quello riguardante lo studio dell’effetto di diete ricche in MUFA rispetto a diete 
ricche in carboidrati (CHO) nel modulare l’entità della lipemia postprandiale. La 
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dislipidemia diabetica, infatti, è caratterizzata da ipertrigliceridemia e questa alterazione 
sembrerebbe essere esacerbata da diete ad alto contenuto in carboidrati, i quali, se 
assunti cronicamente in eccessiva quantità (soprattutto se si tratta di saccarosio e di 
fruttosio) possono indurre un’eccessiva formazione di VLDL da parte del fegato e 
quindi ipertrigliceridemia86. In queste condizioni potrebbe essere aumentata anche la 
risposta lipemica postprandiale87. Ma ancora una volta, i pochi dati provenienti da studi 
clinici controllati sono estremamente contraddittori. Infatti in due lavori che hanno 
valutato diete isoenergetiche a diverso contenuto in acidi grassi monoinsaturi e 
carboidrati non si sono avute differenze nella risposta postprandiale tra le due diete88,89. 
Invece, in uno studi di tipo cross-over effettuato in pazienti con diabete tipo 1, la dieta 
ad alto contenuto in MUFA (40% di energia proveniente dai grassi, in predominanza 
MUFA) ha determinato una più ampia risposta lipidica postprandiale rispetto ad una 
dieta ricca in CHO (25% di grassi e 61% di CHO)90. Infine Jeppesen ad al hanno 
mostrato che diete ad alto contenuto in carboidrati, rispetto a diete ricche in grassi, 
amplificano l’entità della lipemia postprandiale in individui sani91.  
I possibili effetti negativi dell’alto consumo di CHO sulla trigliceridemia a digiuno e 
probabilmente su quella postprandiale, osservati in alcuni studi, possono essere evitati 
se gli alimenti ricchi in carboidrati utilizzati fossero anche ricchi in fibre e/o con basso 
indice glicemico, come è già stato dimostrato per quanto riguarda gli effetti sui lipidi a 
digiuno. 
Le fibre alimentari hanno diversi effetti sull’assorbimento dei grassi e del colesterolo a 
livello intestinale e quindi possono influenzare il metabolismo lipidico postprandiale 
tramite diversi meccanismi92. Infatti, in modelli animali ed umani, le fibre alimentari si 
sono mostrate capaci di ritardare lo svuotamento gastrico, rallentare o ridurre la 
digestione e l’assorbimento dei grassi e del colesterolo della dieta, promuovere l’ 
eliminazione di acidi biliari e steroli ed aumentare la produzione di acidi grassi volatili a 
catena corta93-97. Esse, quindi, sono dotate di un ben documentato effetto 
ipocolesterolimizzante. Infatti pasti ricchi in fibra si sono mostrati capaci di abbassare il 
contenuto di colesterolo dei chilomicroni e delle LDL nello stato postprandiale, anche 
se i cambiamenti sui livelli di trigliceridi postprandiali si sono mostrati di entità minore 
anche se statisticamente significativi98-100.  
Gli effetti di una dieta ricca in carboidrati, ricca in fibre e con alimenti a basso indice 
glicemico sul metabolismo lipidico in fase postprandiale sono a tutt’oggi 
completamente sconosciuti, in particolare per quanto riguarda i pazienti con diabete tipo 
2. 
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2. SCOPI 
 
Nonostante l’importanza della relazione tra sensibilità insulinica, attività lipolitiche del 
tessuto adiposo e metabolismo lipidico sia a digiuno che in fase postprabndiale sia 
riconosciuta da molti, pochi sono gli studi che hanno cercato di valutare 
sperimentalmente tale relazione nell’uomo, in particolare nel contesto di situazioni 
caratterizzate da insulino-resistenza come l’obesità, soprattutto quella di tipo viscerale, 
ed il diabete. Un punto essenziale che resta da chiarire è il possibile ruolo che il diabete 
di per sé, indipendentemente dall’insulino-resistenza, possa avere nel determinismo 
delle alterazioni lipidiche postprandiali e nella modulazione delle attività lipolitiche a 
livello del tessuto adiposo. 
Come è stato detto, molto poco si sa sulla possibile modulazione delle attività lipolitiche 
del tessuto adiposo e delle alterazioni lipidiche postprandiali da parte di differenti 
interventi dietetici, in particolare in pazienti con diabete tipo 2. 
Per tanto, al fine di chiarire queste problematiche, gli scopi della linea di ricerca che ho 
seguito durante il corso di Dottorato sono stati: 
 
1. Valutare gli effetti indipendenti dell’obesità e del diabete tipo 2 sulla lipemia 
postprandiale e sull’attività delle lipasi del tessuto adiposo. 
2. Valutare l’attività e l’espressione delle lipasi del tessuto adiposo (LPL e HSL) in 
pazienti obesi con e senza diabete e in soggetti di controllo a digiuno in relazione ad 
un pasto ricco in grassi. 
3. Valutare gli effetti degli acidi grassi monoinsaturi vs gli acidi grassi saturi sulla 
lipemia postprandiale e sulle lipasi del tessuto adiposo nel diabete di tipo 2. 
4. Valutare gli effetti a medio termine di diete a diverso contenuto in carboidrati e fibre 
sulla lipemia postprandiale e sulle lipasi del tessuto adiposo in pazienti con diabete 
tipo 2. 
 
Per raggiungere questi obiettivi, sono stati effettuati 4 studi di cui riporterò i risultati nei 
capitoli seguenti e che sono stati oggetto di pubblicazioni (riportate in Appendice). 
Poiché le principali metodologie utilizzate, studio delle lipasi del tessuto adiposo e della 
lipemia postprandiale, sono comuni ai 4 studi, esse vengono riportate una sola volta, 
prima della descrizione degli studi stessi.  
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3. METODOLOGIE UTILIZZATE 
 
3.1 MISURAZIONE DELLA LPL E DELLA HSL 
Considerando il ruolo fondamentale della LPL e della HSL sia in condizioni 
fisiologiche che patologiche, è importante avere a disposizione dei metodi per la loro 
valutazione. A tal proposito, è necessario tener presente che i metodi fino ad ora validati 
sono piuttosto complessi e, pertanto, non possono essere proposti per la comune routine 
clinica. Di seguito cercherò di illustrare brevemente i metodi a nostra disposizione e i 
campioni biologici su cui è utile effettuare le valutazioni. 
Innanzitutto, c’è da dire che è possibile misurare sia la massa che l’attività della LPL e 
della HSL. La misurazione della massa di questi due enzimi ha il grosso svantaggio di 
non fornire indicazioni circa la loro attività, che è l’informazione che più interessa dal 
punto di vista fisiopatologico. Per il dosaggio della massa della LPL e dell’ HSL si 
usano metodi immunologici, i quali, utilizzando l’enzima purificato e anticorpi 
monoclonali, sfruttano la reazione antigene-anticorpo. I metodi immunologici includono 
soprattutto i metodi radioimmunoenzimatici (EIA oppure ELISA)101 e quelli 
immunofluorescenti (DELFIA)102. 
L’attività della LPL può essere misurata in diversi campioni biologici (plasma, tessuto 
adiposo e tessuto muscolare). Una delle fonti più utilizzate, per la sua minore invasività 
è senz’altro il plasma post-eparinico103. La somministrazione endovenosa di eparina 
promuove il rapido rilascio della LPL in circolo, dopo averla liberata dall’eparan-solfato 
dei proteoglicani adesi alla superfice endoteliale104.  
L’attività della LPL può essere misurata anche nel plasma senza stimolo di eparina 
(plasma pre-eparinico), ma la scarsa sensibilità del metodo, in relazione alla bassa 
attività in assenza dello stimolo, fa si che i dati ottenuti non siano molto attendibili. 
Inoltre non è ancora ben chiaro il significato funzionale della LPL presente in circolo in 
condizioni basali.  
Poiché le attività della LPL e della HSL dei diversi organi e tessuti sono regolate in 
maniera diversa, gli studi di risposta enzimatica richiedono a volte misurazioni dirette 
dell’attività dei due enzimi in campioni di tessuto prelevati con agobiopsia. Si distingue 
un attività totale della LPL, che rappresenta l’attività dell’effettivo pool intra- ed extra-
cellulare della LPL, compresa la frazione dell’enzima fisiologicamente attiva presente 
sulla superficie endoteliale, ed un’attività della LPL rilasciata in vitro dall’eparina, che è 
una stima della capacità del tessuto di rilasciare l’enzima sotto stimolo di eparina.  
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La misurazione dell’attività dei due enzimi tiene conto del fatto che la LPL agisce sulla 
componente trigliceridica delle lipoproteine plasmatiche (VLDL e chilomicroni) e che 
la HSL agisce sui trigliceridi intracellulari degli adipociti generando di- e mono-
gliceridi e acidi grassi liberi. Attualmente, la determinazione dell’attività catalitica della 
LPL e della HSL viene in genere effettuata valutando il rilascio dei prodotti della 
reazione di idrolisi e, in particolare, degli acidi grassi che si liberano dai trigliceridi per 
azione dei due enzimi.  
I metodi più in uso per la msurazione dell’attività della LPL e dell’HSL, che offrono 
una maggiore sensibilità, prevedono l’uso di un substrato radioattivo, in genere di una 
miscela emulsionata di trioleina marcata con trizio e trioleina non marcata, dal quale è 
possibile isolare e quantizzare gli acidi grassi liberati per azione idrolitica 
dell’enzima105.  
Utilizzando un substrato non radioattivo, formato da un’emulsione di trioleina, gli acidi 
grassi liberati dall’attività idrolitica della LPL possono essere determinati anche 
mediante metodo enzimatico106. Un’altra possibile alternativa ai metodi radioisotopici è 
rappresentata dalle tecniche fluorimetriche per il dosaggio dell’attività catalitica della 
LPL107. Il substrato su cui la lipasi lipoproteica va ad agire è di solito un alchildiacil-
glicerolo fluorogenico, contenente un pirene, la cui fluorescenza è intramolecolarmente 
bloccata da un gruppo trinitrofenilico107,108. In presenza della LPL attiva, il trinitrofenile 
è idrolizzato e la fluorescenza del pirene può essere rilevata. La cinetica con cui 
aumenta l’intensità della fluorescenza a 37°C è proporzionale all’attività della LPL. 
Recentemente, è stato proposto un nuovo metodo di analisi dell’attività della LPL, che 
prevede l’uso di un sistema HPLC con rivelatore fluorescente109. In questo modo è stato 
possibile rivelare l’acido oleico, generato dalla trioleina per azione della LPL, in seguito 
alla sua derivatizzazione con 9-antildiazometano (ADAM), un derivatizzatore 
fluorescente. Questa tecnica offre due importanti vantaggi: la utilizzazione di un 
substrato non radioattivo e la velocità e semplicità, con le quali può essere misurata 
l’attività della LPL. C’è da dire che, sia per quanto concerne i metodi fluorometrici, sia 
per la più recente metodologia che si avvale dell’uso di un sistema HPLC, sono 
necessari ulteriori approfondimenti, al fine di validare queste due procedure e correlarle 
con i metodi radio isotopici.  
Di seguito illustriamo i metodi da noi utilizzati per la misurazione dell’attività della 
LPL e dell’HSL.  
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3.1.a    Misurazione dell’attività della LPL nel tessuto adiposo 
Il tessuto adiposo è stato prelevato, sotto anestesia locale con lidocaina, dal sottocute 
dell’addome mediante aspirazione con ago ipodermico d’acciaio sterile (d.i. 2x80 mm). 
E’ stato privato dei coaguli, lavato con soluzione fisiologica e frazionato in aliquote di 
circa 30 mg che sono state raccolte in criotubi da 2 ml e poste immediatamente in azoto 
liquido, per poi essere trasferite a -80°C fino al momento dell’analisi. 
L’attività della LPL rilasciata in vitro dall’eparina è stata determinata secondo la 
procedura di Taskinen et al110, da noi modificata. Campioni di tessuto adiposo (5-10 
mg), ancora congelati e tagliati su ghiaccio secco, sono stati incubati, in duplicato, a 
37°C, con agitazione di 70 cicli/min., in 450µl di Krebs-Ringer Buffer 0.1mol/l, pH 8.4 
(contenente 1g/100 ml di albumina bovina e 45µl di siero umano normale) e 50µl di 
eparina bovina (3,5mg/ml di soluzione fisiologica). Dopo 45 min. esatti, i frammenti di 
tessuto adiposo sono stati allontanati e 100µl, in triplicato, del mezzo di incubazione, 
sono fatti reagire con 100µl di substrato per 110 min a 37°C. Il substrato è composto da 
una miscela di trioleina e trioleina marcata con trizio, precedentemente purificata 
mediante cromatografia su acido silicico111. 7 mg di trioleina sono stati sonicati in 
presenza di 0.4 mg di L-α fosfatidilcolina dioleoil, e 2.5 ml di Tris-HCl buffer (Tris-HCl 
0.2M, pH 8.0) per 3 min. in ghiaccio, ad una forza di 1.4 g in acqua (Sonicatore 
Branson 250). All’ emulsione sono stati aggiunti 300 µl di albumina di siero bovino al 
4% in NaCl 0.15M (p/v) e 200 µl di apo C-II di siero normale. La reazione è stata 
bloccata con l’aggiunta di 3.25 ml di miscela di estrazione 
(cloroformio/metanolo/eptano 9:10:7 v/v/v) e 1.05 ml di buffer pH 10.5 (0.1 M 
carbonato di potassio/ 0.1 M acido borico)112. Dopo agitazione per 2 min, i campioni 
sono stati centrifugati a 3000 rpm per 20 min a 20°C, e 1.6 ml di surnatante, contenenti 
gli acidi grassi liberi, sono stati letti in 10 ml di Instagel-Plus in uno Scintillatore 
Liquido Wallac 1410 per 3600 secondi. L’attività enzimatica è stata espressa come 
nmoli di acidi grassi rilasciati per grammo di tessuto adiposo per ora a 37°C. 
Attività totale della LPL. La procedura è stata descritta da Panarotto et al.113 ma da noi 
modificata. Frammenti di 10 mg circa di tessuto adiposo, in duplicato, sono stati 
omogenati, con un omogenizzatore Heidolph Diax-900 (26000 rpm), in 80 µl di 
buffer/mg di tessuto adiposo (Tris-HCl 0.2 M, pH 8.5 a 25°C, sucrosio 0.02 M, 
albumina bovina 1%, eparina bovina 1U/300 µl buffer, e come detergenti sodio-
deossicolato 0.3% + IGEPAL CA-630 0.012%) e centrifugati per 15 min., 12000 rpm, 
4°C. Dell’infranatante, diluito 12 volte con Buffer (Tris-HCl 0.2 M, pH 8.5 a 25°C, 
sucrosio 0.02 M, albumina bovina 1%), 100 µl sono stati fatti reagire con 100 µl dello 
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stesso substrato sopra riportato per 110 min. a 37°C. Gli acidi grassi sono stati estratti e 
misurati come descritto per l’attività della LPL rilasciata in vitro dall’eparina. 
 
3.1.b     Attività della LPL nel plasma dopo stimolo con eparina. 
Al soggetto a digiuno da 12/14 ore e a riposo da almeno 10 minuti è stata 
somministrata, mediante endovena, una quantità di eparina pari a 100 U.I./Kg peso 
corporeo. Dopo 15 minuti è stato eseguito il prelievo di sangue venoso dal braccio 
controlaterale all’infusione di eparina, in vacutainers contenenti EDTA. Questi sono 
stati agitati e immersi immediatamente in ghiaccio e centrifugati subito a +4°C, per 10 
minuti a 3000 rpm. Il plasma è stato frazionato in aliquote di 0.3 ml, poi conservate a -
20°C. Al momento delle analisi, 100 µl del plasma post-eparinico, già diluito 1:11 con 
NaCl 0.15 M, sono stati incubati con 100 µl di substrato come sopra descritto, a 37°C 
per 30 minuti. Gli acidi grassi liberi prodotti dalla LPL sono stati estratti secondo il 
metodo di Belfrage112 e la radioattività di 1 ml del volume della fase di estrazione 
sciolto in 10 ml di Instagel-Plus è stata contata per 15 minuti in uno Scintillatore 
Liquido Wallac 1410. L’attività enzimatica è stata espressa come nmoli di acidi grassi 
rilasciati per ml di plasma al minuto a 37°C. 
 
3.1.c   Misurazione dell’ attività della lipasi ormono-sensibile (HSL) nel tessuto 
adiposo. 
Questa procedura è stata descritta da Watt114e da noi modificata. Aliquote di tessuto 
adiposo (15-20 mg), in duplicato, sono state omogenate per 15 sec. in ghiaccio, in 450 
µl di Buffer di omogeneizzazione (20 mM Tris-HCl, pH 7.4, 1 mM EDTA-Na2, 0.25M 
sucrosio, 1 mM dithioerythritolo, 20 µg/ml di leupeptina e 20 µg/ml di antipaina, come 
inibitori di proteasi) usando un omogenizzatore Heidolph-Diax 900, alla velocità di 
26000 rpm. Dopo centrifugazione (14500 rpm, 45 min, 4°C), 30 µl di infranatante sono 
stati incubati a 37°C, 50 cicli/min, con 70 µl di Buffer di diluizione (20mM Tris-HCl, 
pH 7.4, 1 mM EDTA-Na2, 1 mM dithioerythritolo e albumina di siero bovino, 0.02% 
p/v) e 100 µl di substrato. Il substrato è composto da una miscela di trioleina e trioleina 
marcata con trizio, precedentemente purificata mediante cromatografia su acido 
silicico111. 7 mg di trioleina sono stati sonicati in presenza di 0.6 mg di fosfolipide 
(fosfatidilcolina/fosfatidilinositolo 3:1 v/v), 2.7 ml Tris-HCl buffer (Tris-HCl 20mM, 
pH 7.4, NaCl 0.15 M) e 300 µl di albumina di siero bovina al 20% per 3 min. in 
ghiaccio, ad una forza di 1,4 g in acqua (Sonicatore Branson 250). La reazione è stata 
bloccata dopo 45 min di incubazione con l’aggiunta di 3.25 ml di miscela di estrazione 
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(cloroformio/metanolo/eptano: 9:10:7 v/v/v) e 1.05 ml di buffer pH 10.5 (0.1 M 
carbonato di potassio/ 0.1 M acido borico). I tubi sono stati agitati vigorosamente su 
Vortex per 13 sec., e le due fasi sono state separate mediante centrifugazione (3000rpm, 
20°C, 20 min). Su 1 ml della fase superiore, contenente gli acidi grassi rilasciati, diluito 
in 10 ml di Instagel Plus, è stata misurata la radioattività per 3600 sec. in uno 
Scintillatore Liquido Wallac 1410. L’attività enzimatica è stata espressa come nmoli di 
acidi grassi rilasciati per grammo di tessuto adiposo per ora a 37°C. 
 
3.1.d     Espressione genica della LPL e della HSL del tessuto adiposo. 
L’espressione dell’mRNA della LPL e dell’HSL è stata valutata mediante RT-PCR. 
L’estrazione di RNA, la sintesi di cDNA e le condizioni di esecuzione della PCR sono 
state effettuate secondo quanto descritto in passato115,116. I primers usati per la LPL 
(Acc. M15856) erano: senso 5’-CCT GGA GAT GTG GAC CAG C-3’, e antisenso 5’-
GTG CCA TAC AGA GAA ATC TC-3’. Il gene umano dell’HSL consisteva di almeno 
10 esoni codificanti (Acc.NM_005357). Una forma alternativa, definita hHSL-S, è stata 
identificata negli adipociti umani; l’mRNA dell’h-HSL-S risulatava dalla combinazione 
di 6 esoni ed era cataliticamente inattiva117. La PCR è stata eseguita con primers 
derivanti da sequenze localizzate negli esoni 5 e 8: senso 5’-TGG AGG AGT GCT TCT 
TCG CCT AC- 3’; antisenso 5’-GTC TCA GCT GAC AGC GAC ATC T -3” che 
generavano prodotti di 616 e 388 coppie di basi, corrispondenti alle hHSL-L e hHSL-S 
rispettivamente. La differenza di misura era approssimativamente di 230 coppie di basi. 
Tutti i prodotti della PCR sono stati analizzati mediante elettroforesi su gel di agarosio 
1.2% e le bande sono state visualizzate mediante colorazione con bromuro di etidio. 
L’analisi semiquantitativa è stata eseguita mediante un sistema video immagine di 
scansione densitometrica su gel ‘Gel Doc 2000’ (BIO-RAD Laboratories, Hercules, 
CA). 
I risultati sono stati espressi come rapporto tra il gene di interesse e il GAPDH in 
ciascun campione analizzato. 
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3.2   VALUTAZIONE DELLA LIPEMIA POSTPRANDIALE 
 
 Come illustrato nella tabella 2 esistono diversi metodi per lo studio della lipemia 
postprandiale118. L’obiettivo metodologico è la precisa caratterizzazione e 
quantificazione delle lipoproteine ricche in trigliceridi che si formano nel periodo 
postprandiale. L’esatta differenziazione delle particelle per quanto riguarda la loro 
composizione lipidica e la loro origine epatica o intestinale, è di difficile esecuzione in 
quanto le metodiche attualmente disponibili sono complesse e costose. D’altra parte, la 
semplice determinazione della trigliceridemia postprandiale, possibile mediante l’uso, 
anche domiciliare, di reflettometri portatili, può fornire indicazioni utili per 
l’individuazione e la correzione della condizione di iperlipidemia postprandiale119-121. 
 
L’ultracentrifugazione è una metodologia molto complessa che permette di separare le 
lipoproteine in base alla loro densità e quindi in base al loro coefficiente di flottazione 
Sf 122. Esistono varie tecniche di ultracentrifugazione (analitica, preparativa in densità di 
solvente e in gradiente di densità, zonale ecc.) che consentono non solo di separare le 
principali classi di lipoproteine, ma anche le loro subfrazioni. L’isolamento, tra le varie 
classi di lipoproteine, di subfrazioni diverse per origine, caratteristiche chimico-fisiche e 
destino metabolico, è fondamentale per ottenere informazioni dettagliate sul 
metabolismo lipoproteico in fase postprandiale. 
Il dosaggio quantitativo dell’apoB 48 e apoB 100, l’una di origine intestinale, l’altra di 
origine epatica, ossia delle specifiche proteine strutturali rispettivamente di chilomicroni 
e delle VLDL, è l’unico metodo che consente di differenziare le particelle postprandiali 
esogene di origine intestinale, da quelle endogene di origine epatica. Infatti, 
contrariamente alle altre apolipoproteine, l’apoB 48 come l’apoB 100, non viene 
scambiata con nessun’altra lipoproteina durante i processi di catabolismo e, quindi, essa 
potrebbe essere un ottimo marker delle lipoproteine postprandiali di origine intestinale. 
 Le tecniche utilizzate per questo metodo sono, essenzialmente, di due tipi: 
immunologiche ed elettroforetiche. Le tecniche immunologiche, sebbene molto sensibili 
e specifiche, non sono tuttavia, facilmente applicabili perché mancano, al momento, 
anticorpi altamente specifici per l’apoB 48 e l’elevata specificità dell’anticorpo è un 
requisito indispensabile per l’eterogeneità della particelle ricche in trigliceridi123. 
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Metodi per la valutazione della lipemia postprandiale 
Tab.2 
 
Le tecniche elettroforetiche permettono, invece, di dosare quantitativamente le due 
isoforme dell’apo B, separandole in base al loro peso molecolare, ossia in base alla loro 
dimensione (apoB 48: PM 237 kDalton, apoB 100: PM 500 kDalton). La tecnica 
elettroforetica attualmente più utilizzata è l’elettroforesi verticale in sodiododecilsolfato 
su gel con gradiente lineare di poliacrilammide 3-20% (SDS-PAGE)124.  La 
metodologia è piuttosto indaginosa perché, in realtà, essa è costituita dall’insieme di più 
tecniche analitiche, le quali si sviluppano nelle diversi fasi della metodologia di cui 
l’SDS-PAGE rappresenta la fase finale. Le fasi principali del metodo prevedono, dopo 
METODO VANTAGGI SVANTAGGI 
Dosaggi dei trigliceridi 
plasmatici 
Molto semplice Non distingue 
lipoproteine esogene 
ed endogene 
Separazione di frazioni e sub 
frazioni di lipoproteine ricche in 
trigliceridi mediante 
ultracentrifugazione e dosaggio 
di apo B-48 ed apo B-100 con 
metodi elettroforetici (SDS-
PAGE) 
Separa lipoproteine esogene ed 
endogene. 
Stima il numero di particelle 
Costoso, dispendioso 
in termini di tempo e 
risorse umane 
Marcatura delle lipoproteine 
esogene con retinil palmitato 
(HPLC) 
Distingue chiaramente le 
lipoproteine esogene, almeno 
nella fase postprandiale precoce. 
Abbastanza semplice 
Non distingue i 
chilomicroni dei 
remnant. 
Mancanza di 
informazioni sulle 
lipoproteine endogene. 
Possibile scambio del 
tracciante con le 
lipoproteine endogene 
nella fase 
postprandiale tardiva 
Nessuna informazione 
sul numero delle 
particelle 
Isolamento di “remnants like 
particles” con metodi 
immunologici 
Distingue particelle esogene ed 
endogene 
Complesso (doppio 
anticorpo di elevata 
specificità) 
Stima il numero delle 
particelle 
Isotopi stabili (D3-e13C leucina) Permette la marcatura sia dei 
lipidi che delle proteine 
Complessità di modelli 
multi compartimentali 
Potenzialmente utile 
ma al momento non 
esplorata nella fase 
postprandiale 
Risonanza magnetica nucleare 
con spettrometria di massa 
Relativamente semplice 
Distingue un ampio spettro di 
particelle lipoproteiche 
Potenzialmente utile 
ma al momento non 
esplorata nella fase 
postprandiale. 
Apparecchiatura 
costosa. 
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somministrazione di un pasto test e di prelievi di sangue eseguiti a tempi determinati, la 
separazione, dal plasma isolato da tali prelievi, di frazioni e subfrazioni delle 
lipoproteine ricche in trigliceridi mediante la tecnica dell’ultracentrifugazione 
preparativa in gradiente di densità discontinuo125,126. Su tali particelle si effettua: 
- dosaggio del colesterolo e dei trigliceridi 
- delipidizzazione e denaturazione per l’estrazione dei costituenti proteici che 
caratterizzano le lipoproteine di origine intestinale e quelle di origine epatica 
- SDS-PAGE per il dosaggio quantitativo di apoB 48 e di apoB 100.  
Attualmente per lo studio della lipemia alimentare sono utilizzati pasti molto diversi tra 
di loro e ciò naturalmente rende difficile il confronto tra i risultati di studi diversi e 
rende impossibile stabilire dei criteri di normalità della risposta lipemica127,128. Per una 
auspicabile standardizzazione del pasto bisogna considerare diverse variabili fra cui 
principalmente il tipo di nutrienti da includere nel pasto (grassi/carboidrati), la 
composizione chimica dei grassi (saturi, monoinsaturi, polinsaturi), il contenuto 
calorico del pasto e il momento della sua assunzione, oltre alle variabili ambientali che 
sono in grado di influenzare la lipemia postprandiale, quali il fumo, l’esercizio fisico e 
l’assunzione di alcool129,128.  
Un elemento chiave è l’inclusione o meno di nutrienti diversi dai lipidi. Sono stati 
utilizzati, infatti, pasti composti solamente da grassi o contenenti una proporzione 
variabile di carboidrati, spaziando da un carico di panna a un pasto misto liquido o, più 
aderente alla vita reale, solido. Naturalmente un pasto costituito per il 100% da grassi, 
utilizzando per esempio la panna come unico componente, ha il vantaggio di essere di 
semplice realizzazione e più riproducibile e confrontabile in situazioni e aree 
geografiche diverse rispetto a un pasto misto. D’altro canto esso è troppo lontano 
dall’alimentazione abituale in quanto un pasto “normale” completamente privo di 
carboidrati è di difficile realizzazione.  
Riguardo all’entità del pasto bisogna tenere conto che questa dovrebbe essere tale da 
stimolare il metabolismo senza compromettere l’assorbimento e i tempi di svuotamento 
gastrico e, in ogni caso, la palatabilità. Il quantitativo ottimale di grassi in un pasto 
dovrebbe essere compreso tra i 50 e gli 80 g130,131. Condizione necessaria all’esecuzione 
del pasto è che questo avvenga a digiuno in quanto i livelli plasmatici di trigliceridi 
prima di un carico di grassi sono un elemento predittivo della risposta lipemica 
postprandiale132. Sarebbe inoltre opportuno vietare l’assunzione di alcol il giorno prima 
del test così come l’esecuzione di attività fisica strenua in quanto essa è in grado di 
modificare la capacità di rimozione dei trigliceridi circolanti133. Nelle donne, poi, 
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bisogna considerare l’eventuale assunzione di contraccettivi a base di estrogeni in 
quanto questi ultimi sembrano influenzare il metabolismo dei remnant dei 
chilomicroni134. 
Di seguito illustriamo i metodi da noi utilizzati per la caratterizzazione e quantificazione 
delle lipoproteine plasmatiche e delle loro sub frazioni.  
 
3.2.a    Separazione delle lipoproteine 
I campioni sono stati posti a 4°C prima, durante e dopo la centrifugazione. Per 
minimizzare la degradazione proteolitica dell’ apo B, per ogni ml di plasma sono stati 
aggiunti fenilmetilsulfonilfluoruro 10 mM (1µl/ ml) e aprotinina alla concentrazione di 
1400 µg/L (2µl/ml). 
Le varie frazioni lipoproteiche sono state separate mediante la tecnica di 
ultracentrifugazione preparativa in gradiente di densità discontinuo secondo Redgrave e 
Carlson 135, Karpe e Hamsten 136. Il metodo si basa su di un gradiente di densità a 
quattro livelli, costituito da plasma portato a densità di 1.10 g/ml per l’aggiunta di NaBr 
solido (0.1268 g/ml) e da tre differenti soluzioni di NaBr di densità decrescente (1.065, 
1.020, 1.006 g/ml rispettivamente). La centrifugazione è stata effettuata in un rotore SW 
40 Ti, utilizzando una ultracentrifuga Beckman Optima L-90K. In breve, con 3 corse 
consecutive a 15°C ed a 40000 rpm sono stati separati i chilomicroni (unità di 
flottazione Svedberg (Sf) > 400), le VLDL larghe (Sf 60 – 400) e le VLDL piccole (Sf 
20 – 60) e ciascuna frazione recuperata dal gradiente. Da tutto ciò che rimaneva sono 
state isolate le HDL mediante il metodo di precipitazione137. In tutte le subfrazioni 
lipoproteiche sono state determinate le concentrazioni di colesterolo e di trigliceridi.  
 
3.2.b    Apo B-48 e Apo B-100.  
Le concentrazioni di Apo B-48 e Apo B-100 sono state quantizzate nei chilomicroni, 
nelle VLDL più grandi e nelle VLDL più piccole tramite elettroforesi su gradiente di gel 
di SDS-poliacrilamide 3-20% 138,139. In breve: le aliquote delipidizzate dei campioni 
sono state disciolte in un buffer e fatte correre su di un gel con gradiente 3 a 20%. Come 
calibratore è stato utilizzata Apo B-100 altamente concentrata derivata da LDL a 
digiuno. I controlli per Apo B-48 e Apo B-100 sono stati preparati a partire da frazioni 
concentrate di lipoproteine ad alto contenuto in trigliceridi non a digiuno. 6 campioni 
standard di quantità compresa tra i 0.125 ed 0.725 µg/ml di Apo B-100 e 4 campioni di 
controllo sono stati inclusi in ogni corsa. I gels sono stati colorati con blue Coomassie 
G-250 e decolorati in una soluzione acquosa di acido acetico al 7% e metanolo al 12% 
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overnight. La lettura densitometrica è stata effettua con un densitometro laser a 595 nm, 
connesso con un personal computer provvisto di un software in grado di provvedere 
automaticamente all’integrazione dei picchi di Apo B-48 e Apo B-100; la misurazione è 
stata espressa come aree sotto la curva; le concentrazioni di Apo B-48 e Apo B-100 
sono state calcolate mediante le aree sotto la curva riferite alla curva standard. I limiti 
inferiori di rilevazione per Apo B-48 e Apo B-100 sono compresi tra 0.01 e 0.02 µg/ml. 
 
3.2.c     Altre determinazioni.  
Le concentrazioni di colesterolo e trigliceridi sono state misurate mediante metodi 
enzimatici colorimetrici (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Germany) su un 
autoanalizzatore Cobas Mira (ABX Diagnostics, Montpellier, France). Le 
concentrazioni di acidi grassi liberi plasmatici sono state determinate mediante metodi 
enzimatici colorimetrici (Wako Chemicals GmbH, Neuss, Germany). I livelli di insulina 
plasmatici sono stati misurati tramite ELISA (Technogenetics, Milan, Italy). 
Antropometria e composizione corporea. Il peso corporeo, l’altezza e la circonferenza 
vita sono state misurate in accordo a procedure standardizzate. La massa magra (FFM, 
fat-free body mass) è stata determinata tramite bioimpedenziometria. La massa grassa è 
stata calcolata sottraendo la massa magra al peso corporeo.  
Clamp euglicemico iperinsulinemico. L’insulina umana è stata somministrata endovena 
ad una velocità costante di 1.5 mU/ kg di peso corporeo/min per 2 ore. Le 
concentrazioni di glucosio plasmatiche sono state mantenute costanti ad una 
concentrazione di 90mg/dl modificando la velocità di infusione glucidica, in accordo 
alle misurazioni della concentrazione di glucosio plasmatiche su un analizzatore 
Acccheck (Roche, Svizzera). Come misura della sensibilità insulinica sono stati 
calcolati la velocità di infusione di glucosio durante gli ultimi 30 minuti del clamp 
(valore M) e il rapporto M/I (Il valore di M è stato diviso per la concentrazione 
plasmatica di insulina corrispondente). 
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4.  STUDI 
 
4.1  I chilomocroni postprandiali e l’attività della lipasi lipoproteica del tessuto 
adiposo sono alterati nel diabete di tipo 2 indipendentemente dall’obesità e 
dalla condizione di insulino-resistenza. STUDIO n.1 (Pubblicazione in estenso 
n.2 accettata su Nutrition, Metabolism and Cardiovascular Disease). 
 
Introduzione 
Le anormalità del metabolismo lipidico postprandiale sono molto frequenti nel diabete 
tipo 2 e in altre condizioni caratterizzate da insulino-resistenza, come ad esempio 
nell’obesità139-143. Tuttavia non è chiaro se nei pazienti diabetici siano presenti delle 
specifiche alterazioni della risposta lipidica postprandiale rispetto agli individui obesi o 
non diabetici ma insulino-resistenti. Inoltre ancora controverso è il ruolo della lipasi 
lipoproteica nel modulare la risposta lipidica postprandiale in diversi condizioni 
caratterizzate da insulino resistenza. 
Per tanto, lo scopo di questo studio è stato quello di caratterizzare la dislipidemia 
postprandiale del diabete tipo 2 valutando: a) il ruolo dell’insulino-resistenza, 
confrontando soggetti obesi con e senza diabete di tipo 2 vs. soggetti di controllo, 
normopeso, non diabetici; b) qualsiasi effetto aggiuntivo del diabete di per se, 
paragonando i soggetti obesi diabetici verso i soggetti solamente obesi; c) il ruolo della 
LPL del tessuto adiposo nell’eziologia di queste anormalità.  
Soggetti 
Hanno partecipato allo studio 10 pazienti con diabete tipo 2 ed obesità, 11 pazienti solo 
con obesità e 11 soggetti sani normopeso. Le caratteristiche generali dei soggetti, tutti 
maschi, sono riassunte nella tabella 4.1.a.  
Tutti i soggetti presentavano normali livelli plasmatici a digiuno di trigliceridi (< 150 
mg/dl) e di colesterolo (< 210 mg/dl). Nessuno aveva storia o sintomi di alcuna 
malattia, a parte il diabete, né era vegetariano o impegnato in attività fisica intensa. 
Nessuno assumeva farmaci ipolipidemizzanti ed i diabetici erano in compenso 
glicemico stabile con la sola dieta (HbA1c = 6.5 ± 1.5%).  
Il protocollo dello studio è stato approvato dal Comitato Etico dell’Università Federico 
II e tutti i partecipanti hanno dato il loro consenso informato. 
 
 
 
 - 32 -
Caratteristiche generali, valori metabolici a digiuno, insulino-sensibilità e 
attività della LPL rilasciata dall’eparina del tessuto adiposo dei soggetti 
partecipanti allo studio.  
Media ± [DS]; ap<0.05 ANOVA; bp<0.05 vs. controlli e cp<0.05 vs. obesi 
 Obesi diabetici Obesi Controlli 
Maschi (n) 10 11 11 
Età (anni) 45.6 [6.4] 45.8 [8.7] 39.1 [8.3] 
Misure antropometriche    
BMI (kg/m2)a 32.8 [2.0]b 34.5 [2.7]b 24.0 [1.3] 
Circonferenza vita (cm)a 112 [8]b 113 [7]b 85 [4] 
Massa grassa (kg)a 31.7 [4.4]b 32.9 [4.9]b 13.1 [1.4] 
Valori plasmatici a digiuno    
Colesterolo (mg/dl) 175 [24] 187 [35] 160 [24] 
Trigliceridi (mg/dl) 103 [24] 99 [34] 78 [27] 
Colesterolo-HDL (mg/dl)a 35 [4]b 43 [11] 47 [10] 
Glicemia (mg/dl)a 131 [36]bc 90 [9] 86 [9] 
Clamp euglicemico 
iperinsulinemico 
   
M value (velocità di infusione 
del glucosio = mg/kg/min)a 
4.1 [0.9]b 4.5 [1.5]b 8.2 [2.2] 
M/Ia 2.1 [1.1]b 1.7 [0.8]b 7.5 [3.2] 
Attività della LPL del tessuto 
adiposo (nmol FA/g/ora)a 
   
digiuno 99 [34]bc 217 [92] 252 [155] 
 6 ore dopo il pasto 89 [51]bc 231 [99] 278 [130] 
 
Tab. 4.1.a 
 
Disegno sperimentale 
A digiuno, al mattino, i soggetti hanno consumato un pasto test ricco in grassi, costituito 
da un gateau di patate, del contenuto calorico di 944 kcal, rappresentate per il 57 % da 
grassi (il 34% acidi grassi saturi), il 31% da carboidrati e il 12% da proteine. Prima del 
pasto e nelle sei ore successive sono stati effettuati prelievi ematici seriali per la 
determinazione nel plasma dei livelli di glucosio, insulina, C-peptide, acidi grassi liberi, 
lipidi e lipoproteine, apoB-48 ed apo B-100. Sei ore dopo il pasto è stata effettuata 
un’agobiopsia del tessuto adiposo sottocutaneo nei quadranti inferiori addominali per la 
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determinazione dell’attività della LPL. In un altro giorno, con le stesse modalità è stata 
effettuata un’altra agobiopsia del tessuto adiposo a digiuno e, successivamente, un 
clamp euglicemico iperinsulinemico per la valutazione della sensibilità insulinica. In 
tutti i partecipanti sono state determinate la composizione corporea (impedenziometria) 
e la distribuzione del grasso corporeo (misurazione circonferenze). 
Analisi statistica. 
I dati sono espressi come Media ± DS. La risposta postprandiale è stata valutata come 
area incrementale sotto la curva (Incremental Area Under Curve, IAUC) calcolata con il 
metodo trapezoidale. Le differenze tra i gruppi sono state valutate mediante test 
ANOVA (ANalysis Of VAriance) e test post hoc tra i gruppi (LSD). Le variabili non 
normalmente distribuite sono state analizzate dopo trasformazione logaritmica o tramite 
test non parametrici. Una p<0.05 è stata considerata statisticamente significativa. 
L’analisi statistica è stata eseguita in accordo a metodi standard usando il software 
SPSS (SPSS/PC, SPSS, Inc., Chicago, IL). 
Risultati. 
La sensibilità insulinica valutata mediante clamp euglicemico iperinsulinemico si è 
mostrata similmente ridotta negli obesi con diabete e senza diabete, rispetto ai controlli 
(p<0.01) (Tab. 4.1.a). I diabetici presentavano valori più alti di glucosio sia a digiuno 
che dopo il pasto (p<0.01 per tutti i punti della curva postprandiale, Fig.4.1.a). I livelli 
di insulina a digiuno e postprandiali sono risultati significativamente più alti nei soggetti 
obesi con e senza diabete rispetto ai controlli (p<0.01 per tutti i punti della curva 
postprandiale, Fig.4.1.a). Rispetto ai soggetti obesi, i soggetti diabetici hanno mostrato 
una tendenza ad una risposta insulinica precoce più bassa (2 ore dopo il pasto). Le 
concentrazioni plasmatiche di C-peptide hanno esibito un profilo simile a quello 
dell’insulina (Fig.4.1.a). Gli acidi grassi liberi del plasma non sono stati 
significativamente differenti tra i tre gruppi (Fig.4.1.a). 
Le concentrazioni a digiuno di trigliceridi e colesterolo del plasma non si sono mostrate 
significativamente differenti tra i tre gruppi (Tab. 4.1.a). L’area incrementale sotto la 
curva postprandiale per i trigliceridi è risultata più alta nei soggetti diabetici rispetto agli 
obesi e ai controlli (p<0.02) (Tab. 4.1.b). I livelli di colesterolo sono diminuiti in fase 
postprandiale, senza nessuna differenza tra i gruppi (Tab. 4.1.b). 
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Concentrazioni plasmatiche di glucosio, insulina, C peptide, e FFA 
prima e dopo pasto standard in soggetti obesi, obesi diabetici e controlli 
normopeso. M±SEM; *p<0.05 vs. controlli, §p<0.05 vs. obesi. 
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 Aree incrementali di trigliceridi (TG) (mg/dl⋅6ore), colesterolo (Chol) 
(mg/dl⋅6ore), apo B-48 (mg/l⋅6ore), and apo B-100 (mg/l⋅6ore) nel plasma e nelle 
frazioni lipoproteiche dopo un pasto standard in soggetti obesi diabetici, obesi, e 
controlli normopeso.  
Media ± [DS]; ap<0.05 ANOVA; bp<0.05 vs. controlli e cp<0.05  vs. obesi 
    Obesi Diabetici Obesi Controlli 
Plasma       TG 
 Chol 
343 [52]bc 
-8.7 [9.9] 
222 [37] 
-16.6 [9.7] 
208 [34] 
-14.3 [7.3] 
Chilomicroni     TG  
 Chol 
 B-48 
 B-100 
132 [23]c 
5.1 [0.9]bc 
0.48 [0.22] 
1.5 [0.7] 
75 [14] 
3.1 [0.6] 
0.13 [0.04] 
0.78 [0.35] 
107 [20] 
3.1 [0.5] 
0.27 [0.12] 
0.42 [0.22] 
VLDL 
grandi        
 TGa 
 Chola 
 B-48 
 B-100 
188 [28]b 
25.6 [3.9]b 
5.0 [1.4] 
61 [23] 
135 [22]b 
19.2 [3.3]b 
3.3 [0.7] 
80 [18] 
87 [13] 
10.0 [2.0] 
3.0 [1.1] 
51 [12] 
VLDL 
piccole      
 TGa 
 Chol  
 B-48 
 B-100 
-11.9 [5.3]b 
-5.2 [2.8]b 
0.9 [0.5] 
-10.8 [13.7] 
-2.9 [4.0] 
-0.3 [1.3] 
2.2 [1.1] 
33.6 [23.9] 
3.5 [3.3] 
0.01 [1.6] 
1.0 [0.5] 
15.6 [9.1] 
IDL                      TG 
 Chol 
-3.0 [1.2] 
-1.8 [1.5] 
-3.3 [1.3] 
-6.7 [2.3] 
-0.9 [1.1] 
-1.8 [1.7] 
LDL                     TG 
 Chol 
-5.7 [2.2] 
-24.1 [7.1] 
-6.2 [2.3] 
-16.0 [12.3] 
-2.1 [1.0] 
-16.9 [7.4] 
HDL                      TG 
 Chol 
2.1 [4.9] 
-10.1 [2.3] 
-0.2 [2.9] 
-12.3 [5.9] 
-6.6 [7.3] 
-10.4 [3.1] 
 
Tab. 4.1.b 
 
 
 
 
I pazienti diabetici hanno mostrato più alti livelli di trigliceridi nei chilomicroni 
postprandiali rispetto agli altri due gruppi, differenza che è risultata significativa 6 ore 
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dopo il pasto test, sia per i trigliceridi sia per il contenuto in colesterolo dei chilomicroni 
(p<0.05 vs. gli obesi) (Fig.4.1.b) 
 
Concentrazioni di trigliceridi, colesterolo, apo B-48, e apo B-100 nei chilomicroni 
del plasma prima e dopo pasto standard in soggetti obesi, obesi diabetici e controlli 
normopeso. M±SEM; *p<0.05 vs. controlli, §p<0.05 vs. obesi. 
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                             Fig. 4.1.b.         
● controlli □   obesi ∆   diabetici 
 
I pazienti diabetici hanno mostrato anche valori significativamente più alti delle aree 
incrementali sotto la curva dei trigliceridi (p<0.05 vs obesi) e del colesterolo (p<0.05 vs 
obesi e controlli) dei chilomicroni (Tab.4.1.b). Analogamente si è osservato un aumento 
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significativo dei livelli di apo B-48 a 6 ore dal pasto nei soggetti diabetici rispetto ai 
soggetti obesi (p<0.05), mentre i livelli di apo B-100, sia prima che dopo il pasto, non si 
sono mostrati differenti tra i tre gruppi studiati.  
Le concentrazioni a digiuno di trigliceridi, colesterolo ed apo B-100 delle VLDL grandi 
sono risultate più alte (sebbene non in maniera significativa) negli obesi e negli obesi 
con diabete tipo 2 rispetto ai controlli (Fig. 4.1.c, Tab.4.1.b). 
 
Concentrazioni di trigliceridi, colesterolo, apo B-48, e apo B-100 nelle VLDL 
grandi del plasma prima e dopo pasto standard in soggetti obesi, obesi diabetici e 
controlli normopeso. M±SEM; *p<0.05 vs. controlli 
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Dopo il pasto, i livelli di trigliceridi, colesterolo e apo-B100 nelle VLDL larghe sono 
aumentate maggiormente nei due gruppi di soggetti obesi e sono diventate 
significativamente più alti nell’ultima parte della curva postprandiale. Nei soggetti 
diabetici è stata anche evidente una tendenza a più alti valori postprandiali di apoB-48 
in questa frazione lipoproteica (Fig. 4.1.c). 
Nei soggetti diabetici si è avuta una leggera diminuzione dei livelli di trigliceridi e 
colesterolo in fase postprandiale, mostrata da una riduzione significativa delle aree 
incrementali rispetto ai controlli (Tab.4.1.b) 
Per quanto riguarda l’attività della LPL rilasciata in vitro dall’eparina, espressa per 
grammo di tessuto adiposo, essa è risultata significativamente ridotta nei soggetti 
diabetici a digiuno (99±11 vs. 217±35 e 252±51 nmol FA/g/ora, negli obesi e controlli, 
rispettivamente, ANOVA p<0.05) e dopo il pasto (89±16 vs. 231±31 e 278±40 nmol 
FA/g/ora, ANOVA p<0.01) (Tab.4.1.a). L’attività della LPL è risultata più bassa nei 
soggetti con diabete tipo 2 anche quando è stata espressa per massa grassa totale. 
L’attività della LPL si è mostrata inversamente correlata con l’area incrementale sotto la 
curva postprandiale dei trigliceridi dei chilomicroni (r=-0.42, p<0.05). 
Discussione  
Mentre le anormalità lipidiche postprandiali nel diabete tipo 2 sono ampiamente 
riconosciute, le alterazioni di specifiche classi di lipoproteine e i meccanismi implicati 
in tale alterazioni non sono ancora pienamente caratterizzati. Infatti, sono pochi gli studi 
che hanno valutato le frazioni lipoproteiche postprandiali, includendo misure di apoB-
48 e apoB-100. Inoltre si tratta di studi effettuati su pazienti con diverso grado di 
controllo glicemico ed obesità, la cui insulina sensibilità è stata raramente quantificata. 
Prestando attenzione a questi fattori, in questo studio abbiamo voluto considerare gli 
effetti specifici del diabete di per sé, dell’obesità e dell’insulina resistenza sulle 
alterazioni delle singole lipoproteine nella fase post-prandiale. 
L’alterazione postprandiale quantitativamente più rilevante è stata riscontrata a carico 
delle VLDL larghe nei pazienti obesi e in quelli diabetici. Questa anormalità è da 
associarsi all’insulino-resistenza, poiché essa è similmente osservata negli individui 
obesi con e senza diabete, ma aventi lo stesso livello di insulino-resistenza. Le VLDL 
sono lipoproteine di origine endogena e la loro concentrazione è stimata attraverso la 
misura dell’apo-B100. I più alti livelli postprandiali di apoB-100, riscontrati nei due 
gruppi di individui obesi, non sono direttamente dovuti a modifiche indotte dal pasto, 
ma piuttosto al fatto che i livelli di apoB-100 sono già più alti in condizione di digiuno 
in soggetti insulino-resistenti rispetto ai controlli. Questo risultato indica che anche in 
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individui con trigliceridemia normale l’aumento delle VLDL larghe in fase 
postprandiale è correlato ai livelli a digiuno e alla condizione di insulino-resistenza 
epatica. 
Il secondo risultato interessante di questo studio è relativo all’aumento dei chilomicroni 
che si verifica nei pazienti diabetici tipo 2, e non allo stesso modo negli obesi, indicando 
quindi, per queste lipoproteine esogene, un’assenza di una stretta relazione con l’ 
insulino-resistenza. Cioè l’incremento delle lipoproteine esogene ricche in trigliceridi 
sembra correlato al diabete di per sé, indipendentemente dalla condizione di insulina 
resistenza. L’aumentata produzione di chilomicroni potrebbe essere in relazione con la 
più bassa attività della LPL nel tessuto adiposo, da noi qui riscontrata nei pazienti 
diabetici (r= -0.42, p <0.05). In questo studio i pazienti diabetici presentano una 
riduzione significativa dell’ attività della LPL rilasciata dall’eparina del tessuto adiposo 
rispetto ai soggetti con un simile grado di adiposità, sia quando l’attività è espressa per 
peso di tessuto adiposo sia quando è espressa per massa grassa totale. In questo studio, 
non è stata riscontrata alcuna differenza tra l’attività della LPL del tessuto adiposo a 
digiuno e 6 ore dopo il pasto test. Al di là del tempo di prelievo del campione bioptico 
di tessuto adiposo, 6 ore vs 3,5-4 dopo il pasto, così come viene spesso effettuato, 
questo risultato potrebbe essere dovuto al tipo di stimolo, nel nostro caso un pasto ricco 
in grassi. Infatti l’attività della LPL sembra aumentare dopo l’ingestione di un carico di 
glucosio ma no dopo l’ingestione di grasso144.  
I fattori che potrebbero essere responsabili della riduzione dell’attività della LPL nei 
diabetici non sono ancora ben conosciuti e, a tal proposito, due ipotesi possono essere 
suggerite. La lipasi lipoproteica è un enzima insulino-sensibile e nell’uomo l’insulina 
incrementa la LPL del tessuto adiposo145. Perciò è possibile che l’iperinsulinemia 
presente in tutti e due i gruppi di pazienti obesi, sia sufficiente a compensare gli effetti 
dell’insulino-resistenza sull’attività della LPL nei pazienti con sola obesità, mentre non 
lo sia nei pazienti diabetici, dove, in particolare nella fase più precoce della curva 
postprandiale, tende ad essere più bassa. Inoltre deve essere preso in considerazione 
anche il possibile ruolo dell’iperglicemia nel determinismo di più bassi valori di attività 
della LPL nei pazienti diabetici146, essendo essa il principale fattore discriminante tra gli 
individui diabetici ed obesi.  
In conclusione, questo studio dimostra che in individui obesi, con e senza diabete di tipo 
2, l’alterazione quantitativamente più rilevante è un incremento della VLDL grandi di 
origine epatica, che riflette i più alti livelli di questa frazione lipoproteica a digiuno e 
che è probabilmente correlata all’insulino-resistenza. Inoltre, il diabete di per se è 
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caratterizzato da un aumento della risposta postprandiale dei chilomicroni, 
indipendentemente dall’obesità e dell’insulino-resistenza, probabilmente conseguente 
ad una ridotta attività della LPL del tessuto adiposo.  
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4.2    Attività ed espressione della LPL e della HSL nel tessuto adiposo a digiuno  e 
dopo pasto ricco in grassi in individui normopeso, obesi e obesi diabetici. 
STUDIO n.2 (Pubblicazione in extenso n.3 inviata a European Journal of Clinical 
Investigation, Pubblicazione come Abstract n.1 su Nutrition, Metabolism and 
Cardiovascular Disease) 
 
Introduzione 
Le attività, a livello del tessuto adiposo, sia della lipasi lipoproteica (LPL) che di quella 
ormono-sensibile (HSL), giocano un ruolo fondamentale nella regolazione dei processi 
di lipogenesi/lipolisi e, perciò, potrebbero essere molto importanti anche nella 
ripartizione dei grassi durante il periodo postprandiale147. In realtà, i dati presenti in 
letteratura sull’attività di questi enzimi in fase postprandiale sono pochi e abbastanza 
contradditori113,148. La variabilità dei risultati può dipendere da vari motivi: 1) il tipo di 
pasto utilizzato, ricco in carboidrati o in grassi e, perciò, con diversi effetti sulla 
secrezione dell’insulina, ormone chiave nella regolazione dell’ espressione e 
dell’attività sia della LPL che della HSL e, più in generale, nella regolazione dei 
processi di lipogenesi/lipolisi; 2) il tempo dopo il pasto test al quale vengono valutate le 
attività lipolitiche; 3) la tipologia di soggetti studiati, normopeso o obesi, normo- o 
ipertrigliceridemici, pazienti con diabete tipo 2, ecc.  
Per tanto, lo scopo di questo studio è stato quello di valutare le attività lipolitiche del 
tessuto adiposo (LPL e HSL) e la loro espressione genica in condizioni di digiuno e 6 
ore dopo un pasto test ricco in grassi in due gruppi di soggetti obesi con lo stesso livello 
di insulino-resistenza, ma uno con diabete tipo 2 e l’altro senza, e in un gruppo di 
soggetti di controllo. 
Soggetti 
Hanno partecipato allo studio 9 pazienti con diabete mellito tipo 2 ed obesità, 10 
pazienti solo con obesità e 9 soggetti sani normopeso. Le caratteristiche generali dei 
soggetti sono riassunte nella tabella 4.2.a. Entrambi i gruppi di pazienti obesi avevano 
lo stesso indice di massa corporea e la stessa circonferenza vita rispetto ai controlli ed 
anche livelli simili di insulino-resistenza, come riportato in precedenza (Studio 1). Tutti 
i soggetti presentavano normali livelli plasmatici di trigliceridi (< 150 mg/dl) e di 
colesterolo a digiuno (< 210 mg/dl). Nessuno era vegetariano, impegnato in attività 
fisica intensa e nessuno assumeva farmaci ipolipidemizzanti. Il protocollo dello studio è 
stato approvato dal Comitato Etico della Università Federico II e tutti i partecipanti 
hanno dato il proprio consenso informato. 
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CARATTERISTICHE DEI SOGGETTI PARTECIPANTI ALLO STUDIO  
[M± [DS]*p<0.05 ANOVA 
 OBESI 
DIABETICI 
OBESI CONTROLLI 
Maschi, (n) 9 10 9 
Età (anni) 48 ± 8 47 ± 8 37 ± 8 
BMI (Kg/m2)* 33 ± 2 34 ± 2 24 ± 1 
Circonferenza vita (cm)* 109 ± 6 110 ± 6 83 ± 4 
Glicemia (mg/dl)* 131 ± 37 92 ± 13 87 ± 10 
Colesterolo (mg/dl) 170 ± 22 188 ± 36 162 ± 26 
Trigliceridi (mg/dl) 104 ± 26 100 ± 37 75 ± 28 
Colesterolo HDL 
(mg/dl)* 
33 ± 4 40 ± 7 47 ± 9 
M/I* 2.1 ± 1.2 1.7 ± 0.8 7.6 ± 3.4 
 
Tab.4.2.a 
 
Disegno sperimentale 
Al mattino dopo almeno 12 ore di digiuno, tutti i soggetti hanno consumato un pasto 
test ricco in grassi la cui composizione è riportata nello Studio 1. Prima del pasto e nelle 
sei ore successive sono stati effettuati prelievi ematici seriali per la determinazione nel 
plasma di glucosio, insulina e trigliceridi. Sei ore dopo il pasto è stata effettuata 
un’agobiopsia del tessuto adiposo sottocutaneo nei quadranti inferiori addominali per la 
misurazione dell’attività della lipasi lipoproteica (LPL) e della lipasi ormono-sensibile 
(HSL). In un altro giorno, a digiuno, con le stesse modalità e per le medesime 
valutazioni, è stata ripetuta un’agobiopsia del tessuto adiposo. 
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Analisi statistica 
 I dati sono stati espressi come media ± deviazione standard. Per il confronto tra il 
periodo post-prandiale e il digiuno, nell’ambito di ciascun gruppo, è stato utilizzato il t-
test per dati appaiati. Le differenze tra i 3 gruppi sono state valutate mediante ANOVA 
(Analysis of Variance) e mediante test post hoc (LSD) tra i gruppi. Le variabili non 
normalmente distribuite sono state analizzate dopo trasformazione logaritmica o tramite 
test non parametrici. Una p<0.05 è stata considerata statisticamente significativa. 
L’analisi statistica è stata eseguita in accordo a metodi standard usando il software 
SPSS (SPSS/PC, SPSS, Inc., Chicago, IL). 
Risultati. 
I dati relativi alle concentrazioni di glucosio, insulina e trigliceridi nel plasma a digiuno 
e dopo il pasto sono mostrati in fig. 4.2.a. Come ci si poteva aspettare, i livelli di 
glucosio nel plasma sono più alti nei soggetti diabetici sia a digiuno che dopo il pasto, 
rispetto ai controlli. I livelli di insulina sono, invece, significativamente più alti in 
entrambi i gruppi di obesi anche se i pazienti diabetici mostrano una tendenza ad una 
rallentata risposta insulinica nelle prime 2 ore dopo il pasto; la risposta trigliceridica 
postprandiale è più alta nei pazienti diabetici rispetto agli obesi e ai controlli.  
I risultati relativi all’attività e all’espressione genica delle lipasi del tessuto adiposo 
(LPL e HSL) a digiuno e 6 ore dopo il pasto test ricco in grassi nei tre gruppi studiati 
sono riportati nella tabella 4.2.b. 
L’attività della LPL rilasciata in vitro dall’eparina è significativamente più bassa nei 
pazienti diabetici rispetto ai soggetti obesi e di controllo, sia a digiuno che in fase 
postrandiale. L’attività totale della LPL, misurata in frammenti omogenati di tessuto 
adiposo è più bassa nei due gruppi di soggetti obesi rispetto ai controlli sia a digiuno 
che in fase postprandiale, raggiungendo la significatività statistica dopo il pasto test 
(p<0.05). Dal confronto tra i valori dell’attività della LPL, sia totale che rilasciata 
dall’eparina, a digiuno e 6 ore dopo il pasto test non si evidenziano differenze sia 
nell’ambito di ciascun gruppo (obesi diabetici, obesi e controlli) sia in tutti i soggetti 
partecipanti allo studio. Anche i livelli di mRNA della LPL non si modificano in fase 
postprandiale rispetto ai livelli a digiuno(Tab.4.2.b), anche se a digiuno essi risultano 
significativamente più bassi solo nei diabetici verso i controlli (p<0.05) e non verso gli 
obesi. 
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Concentrazioni di glucosio, insulina, e trigliceridi nel plasma a digiuno e dopo 
pasto test ricco in grassi in soggetti obesi, obesi diabetici e controlli normopeso.  
M±SEM; *p<0.05 vs. controlli, §p<0.05 vs. obesi. 
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Attività ed espressione delle lipasi del tessuto adiposo a digiuno e 6 ore dopo pasto test ricco in grassi. *p<0.05 vs controlli, °p<0.05 vs pazienti obesi 
 
Tab. 4.2.b
 
TUTTI OBESI DIABETICI OBESI CONTROLLI 
 
Digiuno Postprand. Digiuno Postprand. Digiuno Postprand. Digiuno Postprand. 
Attiv Totale LPL 
(nmolFA/g/ora) 
4083±2535 4386±2430 3196±1603 *3280±1442 3884±1504 *3631±1388 5192±3775 5400±2098 
Attiv. LPL rilasc.  
da eparina 
(nmolFA/g/h) 
224±213 197±126 *°101±48 *°102±63 231±129 212±108 236±121 263±146 
mRNA LPL  0.62±0.23 0.64±0.28 *0.53±0.06 0.59±0.23 0.57±0.14 0.67±0.33 0.72±0.35 0.66±0.30 
Attività HSL  
(nmolFA/g/ora) 845±334 954±345 *761±238 *798±208 *736±329 *890±388 1085±337 1182±312 
mRNA HSL  0.89±0.36 0.78±0.28 0.94±0.40 0.88±0.32 0.82±0.33 0.78±0.22 0.91±0.39 0.60±0.22 
HSL616 0.91±0.39 0.89±0.33 1.01±0.42 0.95±0.34 0.79±0.38 0.84±0.30 0.94±0.38 0.88±0.39 
HSL388 1.12±0.36 1.30±0.57 1.09±0.27 0.98±0.15 1.06±0.36 1.52±0.68 1.25±0.48 1.46±0.64 
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L’attività della HSL del tessuto adiposo è significativamente ridotta in entrambi i gruppi 
di soggetti obesi rispetto ai controlli (736±329 negli obesi, 761±238 negli obesi con 
diabete, 1085±337 nmol FA/g/ora nei controlli, p<0.05 per entrambi) sia in condizioni 
di digiuno sia 6 ore dopo il pasto test (890±388 negli obesi, 798±208 negli obesi con 
diabete, 1182±312 nmol FA/g/ora in controlli, p<0.05 per entrambi) (Tab.4.2.b). I valori 
dell’attività della HSL non si modificano 6 ore dopo il pasto rispetto ai valori a digiuno 
sia nei tre gruppi di soggetti considerati separatamente sia in tutti i partecipanti allo 
studio. Lo stesso dicasi per i livelli di della HSL mRNA e delle due isoforme (HSL 616 
e HSL 388) del tessuto adiposo, i quali non subiscono alcuna variazione in fase 
postprandiale rispetto ai valori a digiuno né mostrano differenze tra i gruppi. 
Discussione 
I risultati di questo studio dimostrano che non c’è alcuna variazione nell’espressione e 
nell’attività sia della LPL che dell’ HSL del tessuto adiposo 6 ore dopo un pasto test 
ricco in grassi rispetto ai valori a digiuno. Le differenze trovate a digiuno tra i gruppi 
rimangono invariate anche in fase postprandiale. Questo significa che i pazienti 
diabetici sono caratterizzati, sia a digiuno che in fase postprandiale, da una ridotta 
attività della LPL rilasciata dall’eparina nel tessuto adiposo rispetto sia ai soggetti obesi 
che ai soggetti di controllo. Per quanto riguarda l’espressione genica della LPL, i 
soggetti diabetici, rispetto ai soggetti obesi senza diabete, sono caratterizzati solo da una 
lieve riduzione dell’espressione genica della LPL, mentre invece mostrano una più 
evidente e significativa riduzione dell’attività della LPL nel tessuto adiposo. La 
maggiore riduzione dell’attività della LPL a confronto con la sua espressione genica, 
indica che le differenze osservate sono principalmente basate su processi post-
translazionali, probabilmente riguardanti la trasposizione della LPL alla parete vasale, 
come infatti, è suggerito anche dai dati riguardanti l’attività totale della LPL.  
Entrambi i gruppi di soggetti obesi, con e senza diabete, sono caratterizzati da una 
ridotta attività della HSL del tessuto adiposo, suggerendo che questa diminuzione non è 
una caratteristica tipica del diabete, ma potrebbe essere più legata alla condizione di 
insulino-resistenza tipica di questi soggetti. Questi risultati sono, in realtà, inaspettati, 
poiché l’insulino-resistenza dovrebbe essere associata ad una maggiore attività lipolitica 
nel tessuto adiposo, anche se risultati simili sono stati riportati da altri autori149. Una 
possibile spiegazione a questi dati potrebbe essere la presenza di altri tipi di lipasi nel 
tessuto adiposo150, molto più importanti nella regolazione del processo di lipolisi, o che 
l’attività della HSL è ridotta nel tessuto adiposo sottocutaneo ed aumenta invece nel 
tessuto adiposo viscerale. Un'altra possibile spiegazione è che l’iperinsulinemia cronica 
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presente in entrambi i gruppi di soggetti obesi potrebbe aver un effetto inibente sulla 
HSL nel cercare di compensare la condizione di insulino-resistenza149. 
Per quanto riguarda l’effetto del pasto, la mancanza di variazione dei valori 
postprandiali rispetto ai valori a digiuno, soprattutto per quanto riguarda l’attività della 
LPL, potrebbe essere in relazione con il fatto che nel nostro studio il prelievo di tessuto 
adiposo è stato effettuato 6 ore dopo il pasto test, un periodo che si potrebbe ritenere 
troppo lungo per poter evidenziare ancora variazioni delle attività enzimatiche. Infatti 
alcuni studi in letteratura sembrerebbero essere in linea con questa ipotesi, in quanto 
mostrano un aumento dell’attività della LPL circa 3 ore dopo il pasto che poi ritorna 
quasi a valori preprandiali dopo 6 ore 151. In ogni caso, anche il tipo di pasto potrebbe 
influenzare l’attività postprandiale della LPL e la mancanza di cambiamenti trovata nel 
nostro studio potrebbe essere proprio legata al tipo di pasto usato, molto ricco in grassi, 
specialmente grassi saturi. E’ stato dimostrato, infatti, che l’assunzione di un carico di 
glucosio rispetto ad un carico di grasso determina un aumento dell’attività della LPL del 
tessuto adiposo, probabilmente dovuto al fatto che pasti ricchi in carboidrati, rispetto a 
quelli ricchi in grassi, stimolano una maggiore secrezione insulinica tale da indurre un 
aumento significativo dell’’attività della LPL del tessuto adiposo152. Al contrario, il 
carico di grassi, olio di girasole, non determina alcuna variazione della LPL in tutto il 
periodo postprandiale anche dopo 6 ore. 
I dati in letteratura riguardanti l’attività postprandiale della HSL del tessuto adiposo 
sono molto pochi e, in ogni caso, essi mostrano anche per questo enzima una curva 
temporale dopo il pasto caratterizzata da una soppressione per circa 5 ore e poi un 
ritorno ai valori preprandiali153. Anche per l’HSL, il tipo di pasto potrebbe essere 
importante e, per tanto, i nostri risultati, anche in questo caso, potrebbero essere 
correlati al tipo di pasto test usato e non solo al tempo al quale è stata fatta la 
valutazione.  
Un'altra considerazione importante che si evince dai risultati di questo studio è che i 
soggetti da noi studiati, obesi con e senza diabete e individui di controllo, si comportano 
in maniera identica per quanto riguarda la mancata risposta postprandiale delle lipasi. 
Naturalmente questo significa che la ridotta attività della LPL, che caratterizza i pazienti 
diabetici sia a digiuno che in fase postprandiale, può diventare di maggiore rilevanza in 
una condizione di stress metabolico, quale è il periodo postprandiale, inducendo 
alterazioni lipoproteiche postprandiali anche in soggetti normolipidemici a digiuno.  
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4.3.   Effetti di una dieta ricca in acidi grassi monoinsaturi verso una dieta ricca in 
acidi grassi saturi sulla lipemia postprandiale e sulle lipasi del tessuto adiposo 
nel diabete di tipo 2. Studio n. 3. (Pubblicazione in extenso n.4 su Clinical 
Nutrition 2007; pubblicazione come Abstract n.2 su Giornale Italiano di 
Diabetologia e Metabolismo 2007) 
 
Introduzione 
Diversi studi negli ultimi anni hanno cercato di valutare nell’uomo i possibili effetti di 
diversi interventi dietetici sulla lipemia post-prandiale154-156. I dati che confrontano gli 
effetti dei grassi monoinsaturi (MUFA) verso i grassi saturi (SAFA) sono scarsi. La 
gran parte di essi riguardano gli effetti acuti di pasti test, non di interventi dietetici, ed i 
risultati sono abbastanza controversi154,155. Inoltre, non è stato effettuato nessuno studio 
di medio o lungo termine su individui con diabete di tipo 2.  
Un intervento dietetico capace di migliorare il metabolismo lipidico postprandiale può 
essere particolarmente rilevante in questi pazienti, tenendo presente che le anormalità 
dei lipidi postprandiali sono particolarmente frequenti e strettamente correlate con la 
loro tipica resistenza insulinica85,119,139.  
In particolare, considerando il ruolo essenziale degli enzimi del tessuto adiposo (LPL e 
HSL) nella distribuzione dei grassi della dieta e quindi nella regolazione del 
metabolismo lipidico nel periodo postprandiale147 è probabile che essi rappresentino il 
meccanismo attraverso il quale la dieta, in generale, ed i diversi tipi di grassi in 
particolare possono influenzare il metabolismo lipidico postprandiale. Perciò in questo 
studio abbiamo voluto valutare gli effetti di diete ricche in grassi monoinsaturi o saturi 
sulla tolleranza ad un pasto grasso in pazienti diabetici di tipo 2, indagando anche sul 
ruolo del tessuto adiposo nel modulare questi effetti. 
Soggetti 
Hanno partecipato allo studio, dopo aver dato il loro consenso informato scritto, 11 
pazienti diabetici, di sesso maschile, con età media di 53 ± 9 anni (M ± DS), in 
soprappeso o obesi (BMI 31 ± 3 Kg/m2), con circonferenza vita 99 ±8 cm, in buon 
compenso glicemico (HbA1c 6.9 ± 0.7%) e con normali livelli di lipidi plasmatici a 
digiuno (colesterolo 183 ±26 mg/dl, trigliceridi 117 ± 59 mg/dl, HDL colesterolo 40 ± 
10 mg/dl). Il protocollo dello studio è stato approvato dal Comitato Etico della 
Università Federico II di Napoli. 
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Disegno dello studio:  
Lo studio è stato eseguito secondo un disegno sperimentale randomizzato di tipo cross-
over. Dopo un periodo di osservazione (run-in) di 3 settimane, durante il quale tutti i 
pazienti hanno seguito la loro dieta abitale, essi hanno seguito, in ordine random, due 
diete isoenergetiche, una ricca in grassi monoinsaturi (dieta MUFA) ed una ricca in 
grassi saturi (dieta SAFA) per un periodo di 3 settimane ognuno.  
Diete:  
Le due diete isoenergetiche seguite dai pazienti differivano solamente per il tipo di 
grassi: la dieta MUFA era ricca in acidi grassi monoinsaturi (23% delle calorie totali vs 
15% della dieta alternativa), mentre la dieta SAFA era più ricca in acidi grassi saturi 
(17% della calorie totali vs 8% della dieta alternativa). Tutte le altre componenti erano 
simili nelle due diete (proteine 17%, carboidrati 46%, grassi totali 37%, fibre 21 
g/giorno), mentre il contenuto in colesterolo era più basso nella dieta MUFA rispetto 
alla dieta SAFA (130 vs 248 mg/giorno).  
Per migliorare l’adesione alla dieta, tutte le pietanze per pranzo e cena, preparate con 
burro o con olio extra vergine, sono state congelate e somministrate settimanalmente ai 
pazienti per l’intero periodo dell’esperimento. Ai pazienti è stata fornita anche una lista 
dettagliata dei cibi ricchi in grassi monoinsaturi e grassi saturi, da utilizzare nel caso 
essi fossero impossibilitati a consumare il pasto fornito. I pazienti sono stati invitati a 
restituire i pasti non consumati e a registrare in un diario gli alimenti che avevano 
sostituito. L’adesione alla dieta è stata testata da una dietista settimanalmente.  
Procedure sperimentali.  
Alla fine di ciascun periodo di dieta i pazienti sono stati sottoposti alle stesse procedure 
sperimentali. La mattina, a digiuno almeno da 12 ore, i soggetti hanno assunto un pasto 
standard, lo stesso alla fine di ciascun periodo di dieta. Prima del pasto e durante le 6 
ore successive sono stati prelevati campioni di sangue per il dosaggio di glucosio, 
insulina, acidi grassi liberi (FFA), colesterolo e trigliceridi nel plasma. Colesterolo, 
trigliceridi, apo B-48 e apo B-100 sono stati determinati anche nelle frazioni 
lipoproteiche. Dopo il pasto (6 ore) ed a digiuno, ma in un giorno diverso, è stata 
effettuata un’ago-biopsia del tessuto adiposo sottocutaneo dell’addome per la 
misurazione delle attività e dell’ espressione genica degli enzimi lipolitici, LPL e HSL.  
Il pasto standard consisteva di un gateau di patate fatto di patate, latte intero, uova, 
formaggio, burro e prosciutto ed è stato consumato in 15-20 minuti. La composizione 
chimica del pasto era di 944 Kcal, fornite per il 31% dai carboidrati, il 57% dai grassi 
(34% grassi saturi) e per il 12% dalle proteine.  
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Analisi statistica I dati sono espressi come Media ± DS. La risposta postprandiale è 
stata valutata come area incrementale sotto la curva (Incremental Area Under Curve, 
IAUC) calcolata con il metodo trapezoidale. Le differenze tra le due diete sono state 
valutate mediante t-test per dati appaiati. Le variabili non normalmente distribuite sono 
state analizzate dopo trasformazione logaritmica o tramite test non parametrici. Una 
p<0.05 è stata considerata statisticamente significativa. L’analisi statistica è stata 
eseguita in accordo a metodi standard usando il software SPSS (SPSS/PC, SPSS, Inc., 
Chicago, IL). 
Risultati 
Sia la dieta ricca in MUFA che quella ricca in SAFA sono state ben accettate dai 
pazienti, che hanno consumato regolarmente i pasti che sono stati loro somministrati.  
Alla fine di entrambi le diete non ci sono state differenze nel peso corporeo (88.5±3.1 
kg vs. 88.8±3.3 kg), dei livelli di trigliceridi a digiuno (112 ±15 vs. 122±21 mg/dl), né di 
colesterolo HDL (40±3 vs. 40±3 mg/dl). Come ci si poteva aspettare, il colesterolo LDL 
è diminuito in seguito alla dieta ricca in MUFA (107±7 vs. 111±5; p<0.05).  
Le risposte postprandiali di glucosio, insulina, acidi grassi liberi e trigliceridi del plasma 
non si sono mostrati differenti dopo i due approcci dietetici, eccetto per i valori 
leggermente più alti degli FFA due ore dopo il pasto alla fine della dieta ricca in MUFA 
(figura 4.3.a). 
Per quanto riguarda la risposta postprandiale delle lipoproteine ricche in trigliceridi, il 
contenuto di trigliceridi dei chilomicroni è risultato significativamente più alto nella 
prima parte della curva postprandiale (a 2 ore) alla fine della dieta MUFA; tuttavia, esso 
è diminuito rapidamente portandosi a valori simili a quelli raggiunti in seguito alla dieta 
ricca in SAFA (figura 4.3.b). 
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Concentrazioni plasmatiche di glucosio, insulina, FFA e trigliceridi prima e dopo 
pasto test in pazienti con diabete tipo 2 alla fine dei due periodi dietetici (M±ES) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
          
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4.3.a 
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L’area incrementale sotto la curva dei trigliceridi, come anche del colesterolo e dell’apo 
B-100 dei chilomicroni, è risultata molto simile alla fine della due diete (tabella 4.3.a). 
La risposta dell’ apo B-48 dei chilomicroni è stata più bassa, anche se non 
statisticamente significativa, lungo l’intera curva postprandiale alla fine della dieta 
MUFA (figura 4.3.b). Questa tendenza è stata osservata anche per l’area incrementale 
sotto la curva (tabella 4.3.a). 
 
Concentrazioni di colesterolo, trigliceridi, apoB 48 e apoB 100 dei chilomicroni nel 
plasma prima e dopo pasto test in pazienti con diabete tipo 2 alla fine  
dei due periodi dietetici (M±ES) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4.3.b 
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Le concentrazioni postprandiali di colesterolo, trigliceridi e di apo B-100 nelle VLDL 
grandi si sono mostrate simili alla fine delle due diete (figura 4.3.c). Le concentrazioni 
di apo B-48 sono state simili nella prima parte della curva postprandiale, mentre 6 ore 
dopo il pasto test esse sono più elevate, anche se non significativamente, dopo la dieta 
ricca in SAFA (figura 4.3.c). Il contenuto di trigliceridi e colesterolo delle VLDL 
piccole è diminuito nel periodo postprandiale dopo entrambi le diete, ma la diminuzione 
postprandiale è stata più evidente dopo la dieta ricca in MUFA rispetto alla dieta ricca 
in SAFA (p=0.04 IAUC dei trigliceridi; p=0.09 IAUC del colesterolo) (tabella 4.3.a). 
 
Concentrazioni di colesterolo, trigliceridi, apoB 48 e apoB 100 delle VLDL grandi 
del plasma prima e dopo pasto test in pazienti con diabete tipo 2 alla fine dei  
due periodi dietetici (M±ES) 
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Aree incrementali sotto la curva dopo pasto test dei lipidi ed apoproteine in 
chilomicroni, VLDL grandi e piccole alla fine dei due  
periodi dietetici (M±ES). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
Tab.4.3.a 
 
 
Sia l’attività totale della LPL del tessuto adiposo  sia quella rilasciata dall’eparina sono 
aumentate nel periodo postprandiale alla fine della dieta ricca in MUFA, e la differenza 
tra i due periodi di intervento dietetico è risultata statisticamente significativa per 
l’attività totale della LPL (p<0.05) (figura 4.3.d).  
L’attività dell’HSL del tessuto adiposo si è mostrata significativamente più alta alla fine 
della dieta MUFA sia a digiuno (p<0.02) che dopo il pasto test (p<0.02) (figura 4.3.d). 
 MUFA SAFA p 
CHiLOMICRONI    
Colesterolo (mg/dl*6h) 4.27±0.80 4.14±1.04 0.85 
Trigliceridi (mg/dl*6h) 120.6±19.1 113.3±18.6 0.68 
Apo B-48 (mg/l*6h) 0.32±0.09 0.68±0.33 0.28 
Apo B-100 (mg/l*6h) 0.78±0.31 0.96±0.52 0.67 
VLDL GRANDI    
Colesterolo (mg/dl*6h) 24.7±5.2 24.3±4.1 0.90 
Trigliceridi (mg/dl*6h) 195.0±30.3 184.0±29.4 0.63 
Apo B-48 (mg/l*6h) 4.20±1.03 4.41±2.03 0.94 
Apo B-100 (mg/l*6h) 67.4±22.5 57.2±14.88 0.67 
VLDL PICCOLE    
Colesterolo (mg/dl*6h) -8.25±2.17 -5.09±1.87 0.09 
Trigliceridi (mg/dl*6h) -12.70±4.34 -4.11±3.88 0.04 
Apo B-48 (mg/l*6h) 1.25±0.69 0.85±0.43 0.93 
Apo B-100 (mg/l*6h) -0.48±13.9 -2.70±14.07 0.53 
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Invece non c’è stata nessuna differenza nei livelli di mRNA dell’HSL del tessuto 
adiposo (per entrambi le forme: HSL616 e HSL388). 
 
Attività ed espressione genica della LPL e della HSL nel tessuto adiposo a digiuno 
e 6 ore dopo pasto test in pazienti con diabete tipo 2 alla fine dei 
due periodi dietetici (M±ES) 
 
 
 
Fig.4.3.d 
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Discussione 
Il principale risultato di questo studio è che un periodo medio (3 settimane) di una dieta 
ricca in MUFA, paragonata ad una dieta ricca in SAFA, è capace di modificare solo 
leggermente la tolleranza lipidica postprandiale in pazienti diabetici tipo 2. Le 
differenze osservate tra gli effetti delle due diete sono state: 1) un più rapido incremento 
postprandiale nel contenuto di trigliceridi dei chilomicroni dopo la dieta ricca in MUFA, 
differenza che non è più evidente nell’ultima parte della curva postprandiale; 2) un 
significativo aumento dell’attività della LPL a livello del tessuto adiposo dopo la dieta 
ricca in MUFA; 3) un aumento significativo dell’attività della HSL; 4) una significativa 
diminuzione postprandiale nel contenuto dei trigliceridi delle VLDL piccole. 
La possibile influenza della qualità dei grassi della dieta sul metabolismo lipidico 
postprandiale è ancora oggetto di discussione, specialmente per quanto concerne il 
confronto tra grassi saturi e monoinsaturi. La maggior parte degli studi hanno valutato 
gli effetti di un singolo pasto test, generando risultati veramente molto contrastanti. 
Infatti, in qualche studio c’è stata una diminuzione della risposta dei chilomicroni dopo 
pasti ricchi in MUFA79, in altri, invece, un aumento80,157.  
Solo uno studio ha valutato l’effetto di un intervento dietetico con olio d’oliva per 8 
settimane rispetto ad una dieta arricchita di acidi grassi saturi sulla risposta lipidica 
postprandiale in individui sani158. In questo studio è stato trovato un significativo 
aumento della risposta dell’apoB-48 dei chilomicroni dopo la dieta ricca in MUFA nella 
prima fase della curva postprandiale, inducendo gli autori a concludere che gli acidi 
grassi monoinsaturi avrebbero potuto indurre una più rapida sintesi dei chilomicroni. 
Anche nel nostro studio c’è un precoce primo aumento del contenuto dei trigliceridi dei 
chilomicroni, ma no nel loro numero (l’apoB-48 dei chilomicroni era, infatti, diminuito 
dopo la dieta MUFA).  
La differenza tra i due studi potrebbe essere dovuta al fatto che noi abbiamo usato, alla 
fine dei due periodi dietetici, lo stesso pasto test standard, ricco in grassi saturi, mentre 
Roche ed al. hanno usato un pasto standard arricchito di olio d’oliva. Il precoce 
incremento del contenuto dei trigliceridi dei chilomicroni potrebbe essere dovuto ad una 
più rapida digestione e assorbimento dei grassi probabilmente indotta dagli acidi grassi 
monoinsaturi, come suggerito da studi in vitro effettuati sull’uomo e sull’animale. 
L’incremento dei trigliceridi dei chilomicroni dopo la dieta MUFA è limitato solo alla 
prima parte della curva postprandiale, probabilmente perché il tessuto adiposo è capace 
di incrementare l’attività della lipasi lipoproteica, come mostrato nel nostro studio. 
Questo fa si che i trigliceridi dei chilomicroni possano essere rapidamente idrolizzati, di 
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conseguenza, già dopo 4 ore essi sono leggermente più bassi che dopo la dieta ricca in 
SAFA.  
L’incremento dell’attività della LPL del tessuto adiposo dopo la dieta ricca in MUFA 
potrebbe spiegare anche la diminuita concentrazione, specialmente dei trigliceridi, della 
VLDL piccole nel periodo postprandiale. Oltre all’attività della LPL, noi abbiamo anche 
misurato l’mRNA della LPL. Sei ore dopo il pasto test i livelli di mRNA erano 
diminuiti, perciò, l’aumentata attività della LPL 6 ore dopo il pasto test potrebbe essere 
dovuta ad eventi post-trascrizionali o ad un incremento dell’espressione genica della 
LPL durante la prime parte della curva postprandiale. 
Un altro studio158 ha valutato l’attività della LPL del plasma dopo diete con differenti 
composizioni senza trovare alcuna differenza. Il nostro studio, per la prima volta, ha 
valutato il possibile ruolo della LPL direttamente a livello del tessuto adiposo e 
chiaramente mostra che c’è un incremento dell’attività della LPL dopo la dieta ricca in 
MUFA. Questa maggiore attività della LPL, probabilmente secondario al rapido 
incremento dei trigliceridi dei chilomicroni, è capace, comunque, di neutralizzare 
completamente questa più alta risposta trigliceridemia iniziale.  
La dieta ricca in MUFA induce anche un aumento dell’attività dell’HSL del tessuto 
adiposo sia a digiuno che nella fase postprandiale. Questo è un risultato molto 
incoraggiante e nuovo. Ciò potrebbe essere spiegato come un possibile adattamento del 
tessuto adiposo all’aumentato flusso di acidi grassi derivanti dalla più alta attività della 
LPL con la dieta ricca in MUFA. 
In conclusione, questo studio mostra che una dieta ricca in acidi grassi monoinsaturi 
(MUFA) non riesce a migliorare la tolleranza lipidica postprandiale in pazienti con 
diabete tipo 2 rispetto alla dieta ricca in acidi grassi monoinsaturi (SAFA), ma riduce 
significativamente la risposta postprandiale delle VLDL piccole, che sono considerate le 
più aterogeniche tra le VLDL. 
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 4.4   Effetti di una dieta ricca in carboidrati, fibre e a basso indice glicemico sulle 
alterazioni lipidiche postprandiali del diabete tipo 2. Studio n. 4 (Pubblicazioni 
come Abstracts n.3 e n.4) 
 
Introduzione 
La terapia dietetica per il trattamento del paziente diabetico tipo 2 può, spesso, da sola 
raggiungere dei risultati ottimali sia sul compenso glicemico che sul metabolismo 
lipidico e lipoproteico. Per quanto riguarda quest’ultimo aspetto, numerosi studi hanno 
valutato l’effetto di diversi tipi di diete sul profilo lipidico a digiuno in diabetici tipo 
2159-163.  
Dall’insieme di questi studi si deduce che una dieta ad alto contenuto in CHO, rispetto 
ad una dieta ricca in grassi monoinsaturi, è meno efficace sul profilo lipidico a digiuno 
in quanto determina un aumento dei trigliceridi plasmatici159. Tuttavia, questi effetti 
negativi possono essere evitati se si scelgono alimenti ricchi in CHO, ma con basso 
indice glicemico e/o ricchi in fibre160. Esistono, invece, pochi dati in letteratura sugli 
effetti dei vari tipi di diete sulle alterazioni lipidiche e lipoproteiche in fase 
postprandiale, fase in cui tali alterazioni potrebbero essere quantitativamente più 
rilevanti, rispetto a quelle presenti solo a digiuno, nell’aumentare il rischio 
cardiovascolare, in particolare in pazienti diabetici. D’altra parte, del tutto sconosciuto è 
il ruolo che gli enzimi del tessuto adiposo (LPL e HSL) potrebbero avere nello spiegare 
gli effetti di questi due differenti approcci dietetici. Per chiarire queste complesse 
problematiche, si è pensato di confrontare l’effetto di una dieta ricca in carboidrati, fibre 
e a basso indice glicemico con una ricca in acidi grassi monoinsaturi sulla lipemia 
postprandiale in pazienti diabetici tipo 2, analizzando i meccanismi mediante i quali tali 
diete possono influenzare il metabolismo lipidico in fase postprandiale. 
Soggetti.  
Fino ad adesso, hanno partecipato allo studio 11 pazienti con diabete mellito tipo 2, 
dopo aver dato il loro consenso informato. 
I criteri di inclusione/esclusione sono stati i seguenti: 
Criteri di inclusione:  
 Pazienti con diabete mellito tipo 2 in assenza di scompenso glicometabolico 
(HbA1c <8%) in terapia dietetica o con ipoglicemizzanti orali. 
 Età fra 45 e 65 anni e IMC<30 kg/m2 
 Valori di lipidi plasmatici a digiuno <250 mg/dl per il colesterolo e < 300 mg/dl 
per i trigliceridi e in assenza di trattamento ipolipidemizzante. 
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Criteri di esclusione: 
 Insufficienza renale (creatininemia > 1.5 mg/dl) ed epatica (transaminasi più di 
due volte i valori normali). 
 Donne in età fertile 
 Anemia (Hb <12 g/dl) e altre patologie (infezioni, tumori, ecc). 
 
Disegno sperimentale 
Lo studio è stato eseguito secondo un disegno sperimentale randomizzato di tipo cross-
over con somministrazione di due diete isoenergetiche a diverso contenuto in acidi 
grassi (MUFA), carboidrati (CHO) e fibre. Dopo un periodo di osservazione (run-in) di 
circa 4 settimane, durante il quale tutti i pazienti hanno seguito la loro dieta abituale, 
ciascun paziente è stato assegnato ad una delle due diete per quattro settimane. 
Successivamente, ogni paziente ha seguito, ancora per quattro settimane, l’altro regime 
dietetico. Tutti i pazienti hanno incontrato settimanalmente una dietista e compilato un 
diario alimentare di tre giorni per valutare le loro abitudini alimentari e, 
successivamente, la loro adesione al trattamento dietetico.  
Le caratteristiche delle due diete isoenergetiche sono riportate in tabella 4.4.a. La dieta 
relativamente ricca in carboidrati, dieta C, è rappresentata dal 52% dell’energia totale 
(ET) da CHO, apporta una quantità di 28 g/1000 kcal di fibre, ed è a basso indice 
glicemico (58%); la dieta M, a ridotto contenuto in carboidrati, è rappresentata dal 45% 
dell’energia totale (ET) da CHO, fornisce 8 g/1000 kcal di fibre, ed è ad alto indice 
glicemico (88%). 
Procedure sperimentali 
Dopo il periodo di run-in, tutti i pazienti hanno eseguito prelievi ematici per la 
determinazione di colesterolo, trigliceridi e HDL-colesterolo.  
Alla fine di ciascun trattamento dietetico sono stati valutati i livelli di lipemia 
postprandiale dopo un pasto test (948 kcal) di composizione simile al trattamento 
dietetico in corso.  
Prima del pasto e nelle sei ore successive sono stati effettuati prelievi ematici per la 
determinazione di glucosio, insulina, colesterolo, trigliceridi del plasma e delle 
principali frazioni e subfrazioni lipoproteiche (chilomicroni, VLDL grandi e piccole, 
IDL, LDL, HDL). Alla fine del test, 6 ore dopo il pasto, è stata eseguita un’agobiopsia 
del tessuto adiposo sottocutaneo addominale per la determinazione dell’attività della 
lipasi lipoproteica (LPL) e della lipasi ormono-sensibile (HSL). Il giorno successivo al 
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pasto test, è stato effettuato un prelievo a digiuno per la determinazione dell’attività 
della lipasi lipoproteica nel plasma dopo stimolo con eparina. 
 
Composizione delle due diete 
  Dieta ricca in 
CHO, fibre e a 
basso IG 
(Dieta C) 
Dieta ricca in MUFA, 
povera in CHO e fibre e a 
alto IG 
(Dieta M) 
Proteine (%ET) 18 18 
Grassi (%ET) 30 37 
Saturi (%ET) 6 7 
Monoinsaturi (%ET) 17 24 
Polinsaturi n-6 (%ET) 7 6 
Colesterolo (mg/g) 143 158 
Carboidrati (%TE) 52 45 
Fibre (g/1000 kcal) 28 8 
Indice Glicemico (%) 58 88 
Carico Glicemico  137 176 
 
Tab 4.4.a 
 
Analisi statistica I dati sono espressi come Media ± ES. La risposta postprandiale è 
stata valutata come area incrementale sotto la curva (Incremental Area Under Curve, 
IAUC) calcolata con il metodo trapezoidale. Le differenze tra le due diete sono state 
valutate mediante t-test per dati appaiati. Le variabili non normalmente distribuite sono 
state analizzate dopo trasformazione logaritmica o tramite test non parametrici. Una 
p<0.05 è stata considerata statisticamente significativa. L’analisi statistica è stata 
eseguita in accordo a metodi standard usando il software SPSS (SPSS/PC, SPSS, Inc., 
Chicago, IL). 
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Risultati 
Le caratteristiche dei soggetti partecipanti allo studio sono mostrate nella tabella 4.4.b. 
I dati relativi alle concentrazioni di glucosio e insulina nel plasma a digiuno e dopo il 
pasto sono mostrati in fig. 4.4.a. I livelli di glucosio ed insulina sono più bassi nella 
prima parte della curva postprandiale (a 2 ore) alla fine della dieta ricca in CHO e fibre 
e le glicemie tendono ad essere più elevate dopo questa dieta 6 ore dopo il pasto. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tab.4.4.b 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Caratteristiche generali dei soggetti  
Sesso (M/F) 8/3 
Età (anni) 59±4 
IMC (Kg/m2) 28±1 
Colesterolemia (mg/dl)  159±30 
Trigliceridemia (mg/dl) 103±35 
HDL-colesterolo (mg/dl) 37±12 
Terapia (dieta/I.O.) 8/3 
HbA1c (%) 6.6±0.6 
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Concentrazioni plasmatiche di glucosio e insulina prima e dopo il pasto test 
 alla fine dei due trattamenti dietetici 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                     
 
 
 
 
 
 
Fig. 4.4.a 
 
Le risposte postprandiali, espresse come aree incrementali (IAUC) di colesterolo  e 
trigliceridi nel plasma e nelle varie frazioni lipoproteiche alla fine dei due trattamenti 
dietetici sono riportate in tab.4.4.c. 
I livelli di colesterolo e trigliceridi plasmatici non mostrano una differenza significativa 
tra i due approcci dietetici, anche se i livelli di trigliceridi postprandiali valutati alla fine 
della dieta ricca in carboidrati e fibre risultano più bassi rispetto a quelli ottenuti alla 
fine della dieta ricca in MUFA (AIC: 164±114 vs 236±148 mg/dl.6 ore, rispettivamente, 
dieta C vs dieta M, p=0.09) (Tab.4.4.c) 
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Aree incrementali per i trigliceridi (TG) (mg/dl⋅6ore) e colesterolo 
(Col) (mg/dl⋅6ore) nel plasma e nelle frazioni lipoproteiche dopo un 
pasto test alla fine dei due interventi dietetici (Dieta M e Dieta C).  
M±ES *p<0.05 Dieta M vs Dieta C 
  DIETA M DIETA C 
Plasma Tg 236±44 164±34 
 Col -20±16 -2±6 
Chilomicroni Tg 86±15* 63±10 
 Col 3±0.6* 2±0.3 
VLDL grandi Tg 177±34* 127±26 
 Col 22±5 12±5 
LDL TG -7±2.1 -4±1.5 
 Col -20.2±1.4 1.2±6.1 
IDL TG -4.7±2.6 -3.7±2 
 Col -6.5±2.5 -4.1±1.8 
HDL TG -10.4±4.5 -10.9±4.4 
 Col -10.4±5.7 -2.2±2.6 
                           
Tab.4.4.c 
 
Per quanto riguarda la risposta postprandiale delle lipoproteine ricche in trigliceridi, il 
contenuto di trigliceridi e di colesterolo dei chilomicroni risulta significativamente più 
basso alla fine della dieta ricca in CHO, fibre e a basso IG rispetto alla dieta ricca in 
MUFA (Fig.4.4.c), come risulta in particolare dal calcolo delle aree incrementali sotto le 
curve (Tab.4.4.c) 
L’area incrementale del colesterolo e trigliceridi nelle VLDL grandi risulta più bassa 
alla fine della dieta ricca in CHO e fibre (Fig.4.4.c) e tale differenza raggiunge la 
significatività statistica per quanto riguarda i trigliceridi (Tab.4.4.c). 
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Concentrazioni di colesterolo e trigliceridi nei chilomicroni e 
 nelle VLDL grandi dopo pasto test alla fine  
dei due periodi dietetici 
 
 
 
 
 
 
 
                                        
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.4.4.c 
 
 
Le risposte postprandiali di trigliceridi e colesterolo delle LDL e delle HDL non 
differiscono dopo i due tipi di diete (Tab.4.4.c); invece, le concentrazioni a digiuno del 
colesterolo in entrambi queste frazioni lipoproteiche diminuiscono significativamente 
alla fine della dieta ricca in carboidrati e fibre rispetto alla dieta ricca in MUFA (86±6.5 
vs 96±7.6 mg/dl, colesterolo LDL; 37.5±3.6 vs 40.6±3.5 mg/dl colesterolo HDL; 
p<0.05). 
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L’attività della LPL, totale e rilasciata dall’eparina, e dell’HSL del tessuto adiposo, 
misurate entrambe in campioni ago bioptici di tessuto adiposo prelevati 6 ore dopo il  
pasto di composizione simile a quella del trattamento dietetico in corso, tendono a 
ridursi dopo la dieta ricca in CHO e fibre, ma la differenza non è significativa 
(Fig.4.4.d). Tuttavia sia l’attività totale della LPL che quella rilasciata dall’eparina, 
risultano leggermente più basse alla fine della dieta ricca in carboidrati, fibre e a basso 
indice glicemico rispetto alla dieta ricca n MUFA. Per quanto riguarda l’attività 
dell’HSL del tessuto adiposo, essa risulta più bassa alla fine della dieta C rispetto alla 
dieta M, ma anche in questo caso la differenza tra i due approcci dietetici non è 
statisticamente significativa (Fig.4.4.d). 
 
Attività della LPL e della HSL nel tessuto adiposo 6 ore dopo pasto test alla  
fine dei due periodo dietetici 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     Fig.4.4.d. 
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Discussione 
Questi dati, ancorchè preliminari, indicano che una dieta relativamente ricca in 
carboidrati (52% dell’energia totale della dieta), ma al tempo stesso ricca in fibre e a 
basso indice glicemico è in grado di influenzare positivamente la risposta lipidica 
postprandiale nei pazienti con diabete tipo 2, oltre ai benefici effetti già conosciuti sulla 
glicemia postprandiale e sul colesterolo LDL. Da questi risultati preliminari non sembra 
che le attività lipasiche del tessuto adiposo vengano influenzate in maniera importante 
dai due trattamenti dietetici utilizzati. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 - 67 -
5. CONCLUSIONI 
 
Le conclusioni principali che si possono trarre da questo insieme di studi sono: 
 
1) L’insulino-resistenza gioca un ruolo fondamentale nel determinismo delle 
alterazioni lipidiche postprandiali riguardanti le lipoproteine ricche in trigliceridi 
di origine epatica (VLDL). Invece il diabete di per sé, si associa ad alterazioni 
lipidiche postprandiali che riguardano anche le lipoproteine ricche in trigliceridi di 
origine esogena (chilomicroni). 
2) La ridotta attività della lipasi lipoproteica del tessuto adiposo sembra essere 
presente solo nei diabetici e, pertanto, sembra avere un ruolo fondamentale nelle 
alterazioni delle lipoproteine di origine esogena in fase postprandiale. 
3) La composizione del pasto sembra poter influire sulla risposta delle attività della 
LPL e della HSL a livello del tessuto adiposo. In particolare, un pasto molto ricco 
in grassi, si associa ad un’assenza di variazione di tali attività. Questo potrebbe 
contribuire a spiegare l’aumento delle lipoproteine ricche in trigliceridi di origine 
esogena che si ha dopo un pasto particolarmente ricco in grassi. 
4) Una dieta ricca in acidi grassi monoinsaturi, rispetto ad una ricca in acidi grassi 
saturi, non determina effetti particolarmente favorevoli in relazione al 
metabolismo lipidico postprandiale. Anzi sembra determinare una più precoce 
sintesi dei chilomicroni, che, però, viene rapidamente controbilanciata da un 
aumento nell’attività della LPL del tessuto adiposo 
5) Una dieta relativamente ricca in carboidrati, ricca in fibre e a basso indice 
glicemico influenza positivamente le alterazioni lipidiche postprandiali dei 
pazienti con diabete tipo 2. Questi effetti non sembrano associarsi a modifiche 
sostanziali delle attività lipolitiche del tessuto adiposo. 
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